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 L’insuffisance hépatique aiguë (IHA) se caractérise par la perte soudaine de la 
fonction hépatique résultant de la nécrose massive des hépatocytes en l’absence de 
pathologie hépatique préexistante. L’IHA s’accompagne de perturbations métaboliques et 
immunologiques qui peuvent entraîner l’apparition de complications périphériques et 
cérébrales telles qu’un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), une 
encéphalopathie hépatique (EH), un œdème cérébral, une augmentation de la pression 
intracrânienne, et la mort par herniation du tronc cérébral. Les infections sont une 
complication fréquente de l’IHA et elles sont associées à un risque accru de développer 
un SIRS et une aggravation subséquente de l’EH avec un taux de mortalité augmenté.  
 L’ammoniaque joue un rôle majeur dans les mécanismes physiopathologiques qui 
mènent au développement de l’EH et de l’œdème cérébral, et des études récentes 
suggèrent que les cytokines pro-inflammatoires sont également impliquées. Le but de 
cette thèse est d’étudier le rôle des cytokines pro-inflammatoires circulantes et cérébrales 
dans le développement de l’EH et de l’œdème cérébral lors d’IHA. 
 Dans l’article 1, nous démontrons que l’inhibition périphérique du facteur de 
nécrose tumorale-α (TNF-α) par l’etanercept retarde la progression de l’EH en diminuant 
le dommage hépatocellulaire, réduisant l’inflammation périphérique et centrale ainsi que 
le stress oxydatif/nitrosatif hépatique et cérébral associé chez la souris avec une IHA 
induite par l’azoxyméthane (AOM). Ces résultats démontrent un rôle important du TNF-
α dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA d’origine toxique et suggèrent que 
l’etanercept pourrait constituer une approche thérapeutique dans la prise en charge des 
patients en attente de transplantation hépatique. 
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 Dans l’article 2, nous simulons la présence d’une infection chez la souris avec une 
IHA induite par l’AOM pour mettre en évidence une éventuelle augmentation de la 
réponse inflammatoire. Nous démontrons que l’endotoxémie induite par le 
lipopolysaccharide (LPS) précipite la survenue du coma et aggrave la pathologie 
hépatique. Les cytokines pro-inflammatoires systémiques et cérébrales sont augmentées 
de façon synergique par le LPS lors d’IHA et résultent en une activation accrue de la 
métalloprotéinase matricielle-9 cérébrale qui s’accompagne d’une extravasation 
d’immunoglobulines G (IgG) dans le parenchyme cérébral. Ces résultats démontrent une 
augmentation majeure de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui 
contribue à la pathogenèse de l’EH lors d’IHA en condition infectieuse. 
 Les résultats de l’article 3 démontrent que l’augmentation de la perméabilité de la 
BHE lors d’IHA induite par l’AOM en condition non infectieuse ne résulte pas de 
l’altération de l’expression des protéines constitutives de la BHE. 
 Dans l’article 4, nous démontrons que l’exposition d’astrocytes en culture à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque ou d’interleukine-1β résulte en 
l’altération de gènes astrocytaires impliqués dans la régulation du volume cellulaire et 
dans le stress oxydatif/nitrosatif. Un effet additif est observé dans le cas d’un traitement 
combiné au niveau des gènes astrocytaires impliqués dans le stress oxydatif/nitrosatif. 
 L’ensemble des résultats de cette thèse démontre un rôle important de 
l’inflammation périphérique et cérébrale dans la survenue des complications 
neurologiques lors d’IHA et une meilleure compréhension des mécanismes 
physiopathologiques impliqués pourrait contribuer à la mise en place de stratégies 



































 Acute liver failure (ALF) is the clinical manifestation of an abrupt loss of hepatic 
function resuting from a massive hepatocyte necrosis in a patient with no preexisting liver 
disease. ALF is associated with metabolic and immunological disturbances that may lead 
to peripheral and cerebral complications such as systemic inflammatory response 
syndrome (SIRS), hepatic encephalopathy (HE), brain edema, increased intracranial 
pressure (ICP) and ultimately death by cerebral herniation. ALF is frequently 
complicated by infections, which are known to increase the risk of developing a SIRS 
with a subsequent worsening of HE and higher mortality rates. 
 Ammonia plays a pivotal role in the pathophysiological mechanisms leading to 
HE and brain edema, and recent studies suggest that pro-inflammatory cytokines may 
also be involved. The aim of this thesis is therefore to investigate the role of circulating 
and cerebral pro-inflammatory cytokines in the setting of HE and brain edema during 
ALF. 
 In article No. 1, we demonstrated that peripheral inhibition of tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α)  by etanercept delays the progression of HE by reducing 
hepatocellular damage, decreasing peripheral and cerebral inflammation as well as 
associated oxidative/nitrosatif stress in mice with ALF induced by azoxymethane (AOM). 
These findings demonstrate an important role of TNF-α in the pathophysiology of HE 
during toxic liver injury and suggest that etanercept may provide a therapeutic approach 
in the management of patient awaiting liver transplantation. 
 In article No. 2, we mimicked infection in mice with AOM-induced ALF in order 
to better understand the effects of an increased inflammatory response. We demonstrated 
  
v 
that endotoxemia induced by lipopolysaccharide (LPS) precipitates the onset of coma and 
worsens the liver pathology. Peripheral and brain pro-inflammatory cytokines are 
synergistically raised by LPS during ALF and result in a large increase in cerebral matrix 
metalloprotease-9 (MMP-9) activity that was associated with immunoglobulin G (IgG) 
extravasation in the brain parenchyma. These results demonstrate a major increase of 
blood-brain barrier (BBB) permeability that contributes to the pathogenesis of HE during 
ALF with superimposed infection. 
 Results from article No. 3 demonstrate that increase of BBB permeability during 
AOM-induced ALF without superimposed infection is not due to alteration of BBB 
constitutive proteins.  
 In article No. 4, we demonstrated that exposure of cultured astrocytes to 
pathophysiological concentrations of ammonia or interleukin-1β results in an alteration of 
the expression of astrocytic genes implicated in cell volume regulation and 
oxidative/nitrosative stress. An additive effect on astrocytic genes implicated in 
oxidative/nitrosative was made evident in case of co-treatment.  
 Taken together, results of the present thesis demonstrate a major role of peripheral 
and cerebral inflammation in the onset of neurological complications during ALF and a 
better understanding of the pathophysiological mechanisms implicated may contribute to 
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1. L’encéphalopathie hépatique 
1.1 Historique et définition 
 L’encéphalopathie hépatique (EH) et les troubles neuropsychiatriques qui 
l’accompagnent ont été initialement décrits il y a plusieurs siècles par Hippocrate qui 
postulait que « ceux qui sont fous par excès de phlegme sont calmes, mais ceux qui le sont 
par excès de bile sont bruyants, violents et ne restent pas tranquilles » (Summerskill et al., 
1956). Hippocrate décrivait alors un patient atteint d’insuffisance hépatique aiguë. Ce n’est 
qu’au 20e siècle que la première étude des manifestations neuropsychiatriques fut conduite 
par Sherlock et collègues sur une cohorte de 18 patients atteints de maladie hépatique et 
présentant des signes neurologiques (Sherlock et al., 1954). Les auteurs mirent en évidence 
chez ces patients des troubles de la conscience accompagnés d’une perte d’expressivité du 
visage, de problèmes d’élocution ainsi que des troubles moteurs tels qu’un astérixis, des 
tremblements et une augmentation du tonus musculaire. Par la suite, ces mêmes auteurs 
décrivirent des troubles de la vision, des hallucinations visuelles et une désorientation 
spatio-temporelle chez les patients atteints d’insuffisance hépatique chronique 
(Summerskill et al., 1956). La définition actuelle reprend ces caractéristiques et souligne 
l’absence de séquelles neuropsychiatriques lorsque la fonction hépatique est rétablie. Ainsi, 
l’EH se définit comme un syndrome neuropsychiatrique complexe potentiellement 
réversible qui se caractérise par une perturbation des fonctions cognitives et motrices lors 
d’une insuffisance hépatique. En clinique, l’EH peut évoluer en quatre stades de gravité 
croissante, dont chacun se caractérise par des changements de l’état de conscience, de la 


























































Tableau 1 : Manifestations cliniques et sévérité de l’encéphalopathie 
hépatique. Adapté de (Munoz 2008), avec la permission de W.B Saunders CO. 
 
1.2 Étiologie et classification de l’EH 
 L’étiologie de l’EH est multifactorielle et il est communément accepté que des 
substances neurotoxiques normalement éliminées par le foie sain, telles que l’ammoniaque, 
jouent un rôle majeur dans la survenue des complications neurologiques lors d’insuffisance 
hépatique. De plus, la prévalence de l’EH est étroitement liée au type d’insuffisance 
hépatique rencontré, et plus la pathologie hépatique est sévère, plus le risque de développer 
une EH est grand (Munoz 2008). L’EH peut ainsi être classée en 3 catégories selon le type 
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d’insuffisance hépatique, la durée et la fréquence des troubles neurologiques (Ferenci et al., 
2002). On distingue donc l’EH qui est associée à une insuffisance hépatique aiguë (IHA) 
(type A), l’EH qui survient lors de dérivations entre les circulations portale et systémique 
en l’absence de toute atteinte du parenchyme hépatique (type B), et l’EH consécutive à une 
insuffisance hépatique chronique en cas de cirrhose accompagnée d’hypertension portale ou 
de dérivations porto-caves (type C).  
 
1.2.1 L’EH de type A 
 L’IHA est la manifestation clinique d’une inflammation sévère et/ou d’une maladie 
nécrotique à déclenchement rapide en l’absence de pathologie hépatique préexistante qui 
s’accompagne d’une encéphalopathie dans les 8 semaines suivant l’apparition d’une 
jaunisse (Trey and Davidson 1970). L’IHA est une pathologie rare qui survient plutôt chez 
l’adulte jeune et qui est associée à un taux de mortalité élevé (80%). On estime ainsi qu’aux 
Etats-Unis elle représente 0.1% des décès toutes causes confondues, et environ 6% des 
décès liés aux maladies hépatiques (Hoofnagle et al., 1995).  
 Les principales causes de l’IHA sont l’infection par les virus de l’hépatite A, B et E, 
et l’ingestion de substances médicamenteuses (Ichai and Samuel 2011). Les autres causes 
connues de l’IHA sont rares et incluent notamment les toxines hépatiques (amanite 
phalloïde), les troubles métaboliques et l’hépatite auto-immune (Fig 1.1). L’étiologie varie 
selon la localisation géographique et dépend de la prévalence des virus hépatotropes et du 
mode de consommation des médicaments. Ainsi, l’IHA consécutive à une infection virale 
prédomine dans les pays en voie de développement tandis qu’aux Etats-Unis et en Europe 
de l’ouest, elle est le plus souvent associée à une intoxication médicamenteuse (Bernal et 
al., 2010). En particulier, la surdose d’acétaminophène (paracétamol), qu’elle soit non 
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intentionnelle ou associée à un comportement suicidaire, est la première cause d’IHA au 







Figure 1.1 : Etiologie de l’insuffisance hépatique aiguë aux Etats-Unis entre 1998 et 
2007. Adapté de (Lee et al., 2008), avec la permission de John Wiley and Sons. 
 
 À l’examen clinique, les symptômes sont peu spécifiques et le patient présente une 
asthénie, un ictère, une anorexie, des vomissements, des douleurs abdominales, et la 
palpation du foie est généralement indolore. La pathologie peut évoluer rapidement et, en 
l’absence de régénération hépatique ou de transplantation, le taux de mortalité associé à 
l’IHA varie entre 40 et 80% (Gill and Sterling 2001). Ce taux de mortalité élevé s’explique 
par la survenue de complications majeures dont une augmentation de la susceptibilité aux 
infections, une instabilité hémodynamique, une hypoglycémie, une insuffisance rénale, une 
coagulopathie, et un collapsus cardio-pulmonaire qui résulte in fine en une défaillance 
multiviscérale. Au niveau du système nerveux central (SNC), les complications de l’IHA 
incluent le développement d’un œdème cérébral et l’apparition de l’EH. L’EH associée à 
l’IHA peut survenir et progresser en quelques heures et il n’est pas rare que l’état d’un 
patient orienté et communicatif (stade 1) évolue brusquement vers le stade de coma (stade 
4) caractérisé par la stupeur et l’inconscience sans réponse aux stimuli douloureux. On 
définit ainsi l’IHA selon mode hyperaigu, aigu ou subaigu suivant que l’EH survient 
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respectivement une semaine, une à quatre semaines ou quatre à douze semaines après la 
jaunisse (O'Grady et al., 1993). Cet intervalle de temps est un facteur capital dans le 
pronostic de la pathologie et paradoxalement, plus l’évolution est rapide meilleur est le taux 
de survie. L’œdème cérébral et l’augmentation de la pression intracrânienne (PIC) sont les 
complications les plus dangereuses pour la vie du patient, et le pronostic de l’IHA est 
inversement corrélé au degré de l’EH. En effet, si l’œdème cérébral est rarement retrouvé 
aux stade 1 et 2 d’EH, le risque atteint 25 à 35% au stade 3 et près de 80% au stade 4 d’EH 
(Munoz 1993). 
 
1.2.2 Les EH de type B et C 
 Les encéphalopathies de type B et C sont associées à une insuffisance hépatique 
chronique qui survient lors de la formation de multiples vaisseaux collatéraux entre les 
systèmes porte et cave. Ces dérivations réduisent l’afflux sanguin au foie ce qui entraîne 
une diminution de la détoxification de substances neurotoxiques qui s’accumulent alors 
dans le sang. L’EH de type B survient en l’absence de pathologie hépatique intrinsèque, 
tandis que l’EH de type C est associée à la cirrhose et à l’hypertension portale (Ferenci et 
al., 2002). Dans les deux cas, l’EH peut survenir et évoluer progressivement d’un état de 
confusion, de désorientation (stade 1) vers un état de somnolence et de coma (stade 4). 
L’EH peut s’accompagner d’un œdème cérébral qui, à la différence celui observé lors d’EH 
consécutive à une IHA, est dit de type léger en raison de mécanismes compensatoires qui 
en limitent l’évolution (Cordoba et al., 2001). En outre, l’EH de type C est la forme la plus 
fréquente d’EH et elle est retrouvée chez 30 à 50% des patients cirrhotiques, dans sa forme 
la plus franche. Elle peut être classée selon la durée, la fréquence et l’intensité des 
symptômes. On distingue ainsi l’EH minimale, épisodique ou persistante. L’EH minimale 
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se caractérise par l’absence de signes observables ou par de légères anormalités qui se 
traduisent par des modifications subtiles du comportement et des troubles cognitifs qui 
peuvent avoir un impact sur la qualité de vie du patient et notamment affecter ses facultés 
de conduite automobile (Kim et al., 2009). L’EH épisodique est associée à des troubles de 
la conscience et des changements cognitifs qui peuvent être spontanés ou précipités par 
différents facteurs comme par exemple l’hémorragie gastro-intestinale, les infections ou les 
médicaments. Enfin, l’EH persistante se définit par la présence de déficits cognitifs sur le 
long terme qui perturbent la vie sociale et professionnelle du patient. 
  
 L’ensemble des résultats expérimentaux de cette thèse ont été obtenus en conditions 
d’IHA, les sections suivantes traiteront donc de l’EH et de l’insuffisance hépatique dans 
leur forme aiguë. 
 
1.3 Neuropathologie de l’IHA 
 L’EH consécutive à une IHA se caractérise par une gliopathie avec des 
perturbations astrocytaires et microgliales plutôt que neuronales. Avant d’aborder les 
conséquences neuropathologiques associées à l’EH consécutive à l’IHA, la section suivante 
présentera brièvement quelques-unes des fonctions astrocytaires, microgliales et neuronales 
dans les conditions physiologiques. 
 
1.3.1 Les astrocytes 
 Les astrocytes sont les cellules les plus nombreuses du cerveau et représentent 20 à 
50% du volume cérébral. Initialement considérées comme de simples cellules de soutien, 
ces cellules gliales remplissent un grand nombre de fonctions cérébrales essentielles au bon 
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fonctionnement du SNC. D’un point de vue structurel, les astrocytes s’interposent entre les 
neurones et les vaisseaux sanguins et participent à la formation et au maintien de la barrière 
hémato-encéphalique (BHE), une barrière anatomique et fonctionnelle qui sépare le SNC 
de la circulation sanguine et joue un rôle important dans l’homéostasie cérébrale (Kim et 
al., 2006). D’un point de vue fonctionnel, les astrocytes sont notamment impliqués dans la 
régulation du flux sanguin cérébral et le couplage neurovasculaire, ils jouent un rôle de 
soutien dans le métabolisme énergétique et la neurotransmission, participent à la défense 
immunitaire et sécrètent un vaste répertoire de cytokines immunoactives (Anderson and 
Nedergaard 2003; Benveniste 1992; Haydon and Carmignoto 2006). Ces cellules 
dynamiques et métaboliquement actives émettent de longs prolongements cytoplasmiques 
qui leur permettent à la fois d’établir un réseau de communication avec les cellules voisines 
et d’autre part de contrôler localement l’environnement fonctionnel des neurones. Les 
astrocytes régulent notamment les concentrations ioniques extracellulaires, dont celles du 
potassium (Walz 1989), le pH et la glycémie cérébrale, fournissent les nutriments et les 
précurseurs de neurotransmetteurs nécessaires aux neurones, et participent à la recapture 
des neuromédiateurs dans la fente synaptique (Gee and Keller 2005; Schousboe and 
Waagepetersen 2005; Westergaard et al., 1995). Par ailleurs, les astrocytes sont impliqués 
dans la détoxification de l’ammoniaque (Butterworth 2002) et la protection contre le stress 
oxydatif via la production de glutathion (GSH) (Dringen et al., 2000). 
 Les astrocytes sont le principal type cellulaire affecté lors d’EH consécutive à une 
IHA. La perturbation des fonctions astrocytaires qui concourent notamment au 
métabolisme énergétique, à la recapture des neuromédiateurs et à l’homéostasie ionique 
pourrait donc résulter en une dysfonction neuronale à l’origine de l’apparition de certains 
symptômes de l’EH tels que les tremblements, l’ataxie et le coma. L’EH consécutive à une 
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IHA a été longtemps considérée comme une gliopathie primaire affectant principalement 
les astrocytes (Norenberg 1998), cependant des évidences récentes suggèrent un rôle 
important de la microglie dans la survenue des complications du SNC lors d’IHA. 
 
1.3.2 La microglie 
 Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du cerveau et représentent 
10 à 20% du volume cérébral. En tant que phagocytes mononucléés, ces cellules 
présentatrices d’antigènes sont douées de phagocytose et sont capables de synthétiser une 
variété d’intermédiaires pro-inflammatoires dont des cytokines, des métalloprotéinases 
matricielles (MMPs) et des radicaux libres (Aloisi et al., 2001). La microglie constitue le 
premier rempart immunitaire du SNC et dans les conditions physiologiques, ces cellules 
sentinelles surveillent en continu cet organe vital pour détecter et éliminer les médiateurs 
potentiels d’une infection ou d’un dommage cellulaire. Ces cellules émettent des 
prolongements cytoplasmiques hautement dynamiques qui leur permettent de sonder 
l’environnement cérébral et d’échanger des informations notamment avec les neurones et 
astrocytes voisins, qui les informent en retour de leur état cellulaire. Par ailleurs, les 
cellules microgliales participent à l’homéostasie cérébrale et sont notamment impliquées 
dans la maintenance et le renouvellement des synapses (Tremblay et al., 2010), le support 
trophique aux neurones et aux autres cellules gliales (Langmann 2007), la clairance de 
neurotransmetteurs (Shaked et al., 2005) et la phagocytose des débris cellulaires (Napoli 
and Neumann 2009). Lors d’une infection ou d’un traumatisme du SNC, les cellules 
microgliales détectent la présence de molécules anormales dans l’environnement 
extracellulaire (particules virales, débris cellulaires par exemple) et deviennent réactives, 
passant d’un phénotype restant ramifié au repos à un phénotype activé amiboïde. Les 
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cellules microgliales activées prolifèrent, migrent jusqu’au site lésé et sécrètent de 
nombreuses molécules inflammatoires telles que les cytokines pro- et anti-inflammatoires, 
les chimiokines, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et du nitrogène (RNS), et les 
facteurs du complément (Lynch 2009). La fonction phagocytaire est également augmentée 
de même que l’expression de certains récepteurs membranaires dont les récepteurs aux 
chimiokines et les complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de classe I et II (Graeber 
and Streit 2010). Compte tenu des relations étroites entre la microglie et les autres types 
cellulaires cérébraux, les cytokines pro-inflammatoires et les ROS/RNS produits par la 
microglie activée peuvent entraîner une activation des astrocytes voisins et une 
amplification de l’inflammation (Ovanesov et al., 2008) ainsi que l’apoptose des neurones 
de la région lésée (Griffin et al., 1998). 
 De récentes études démontrent que l’EH consécutive à une IHA chez l’homme et 
dans les modèles animaux s’accompagne d’une activation de la microglie et d’une 
augmentation concomitante de l’expression des cytokines pro-inflammatoires cérébrales 
(Butterworth 2011), ajoutant une composante neuroinflammatoire à cette gliopathie. 
 
1.3.3 Les neurones 
 Les neurones constituent l’unité fonctionnelle du système nerveux et on estime que 
le cerveau humain contient environ 100 milliards de neurones. Les neurones sont des 
cellules hautement différenciées et spécialisées dans la communication intercellulaire qui 
peuvent être regroupées en différentes populations, selon leurs caractéristiques 
morphologiques ou neurochimiques par exemple. Ces cellules excitables et polarisées sont 
capables de recevoir, d’intégrer et de conduire l’information sous forme d’impulsion 
nerveuse par le biais de leur architecture spécifique et de leurs caractéristiques 
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membranaires. Les neurones sont constitués d’un soma, de dendrites ou ramifications qui 
permettent de récolter les informations en provenance d’autres neurones, et de l’axone, qui 
permet de transmettre l’information. Les neurones établissent ainsi un vaste et complexe 
réseau de communication dont l’élément fondamental est la synapse et qui constitue le 
point de transmission de l’information entre le neurone et ses cellules cibles. Chez 
l’homme, la majorité des synapses sont de type chimique c’est-à-dire qu’elles impliquent la 
libération dans la fente synaptique par l’élément pré-synaptique d’un neurotransmetteur qui 
peut être excitateur comme le glutamate ou inhibiteur comme l’acide gamma-
aminobutyrique, et la fixation du neurotransmetteur au niveau de récepteurs spécifiques sur 
l’élément post-synaptique. En parallèle, les astrocytes voisins participent à la recapture et 
au recyclage du neurotransmetteur nécessaires au bon fonctionnement synaptique.  
 La perturbation de la neurotransmission peut avoir de graves conséquences et 
entraîner la mort neuronale, qui peut à son tour mener à des troubles cérébraux irréversibles 
puisque les neurones sont des cellules postmitotiques. Plusieurs études chez l’homme et 
dans les modèles animaux démontrent que l’EH consécutive à une IHA s’accompagne 
d’une perturbation de la transmission synaptique excitatrice et inhibitrice qui affecte à la 
fois les systèmes glutamatergique, gabaergique et sérotoninergique (Felipo and Butterworth 
2002). Cependant, aucun phénomène de mort cellulaire n’est observé lors d’IHA et les 
perturbations neuronales observées sont généralement attribuées aux dysfonctions 
astrocytaires. En particulier, il a été démontré une diminution de l’expression des 
transporteurs astrocytaires du glutamate (Chan et al., 2000; Knecht et al., 1997) et de la 
glycine (Zwingmann et al., 2002) ainsi qu’une augmentation de l’expression du récepteur 
périphérique aux benzodiazépines impliqué dans le transport du cholestérol et la synthèse 
de neurostéroïdes (Belanger et al., 2005). Ces perturbations astrocytaires entraînent des 
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modifications de la neurotransmission qui concourent in fine aux troubles neurologiques 
caractéristiques de l’EH. 
 
1.3.4 Neuropathologie de l’EH lors d’IHA 
 L’œdème cérébral et l’augmentation de la PIC sont des complications majeures de 
l’EH consécutive à une IHA qui peuvent mener à l’herniation cérébrale, une des principales 
causes de mortalité chez ces patients. L’étude post-portem en microscopie électronique de 
cerveaux de patients décédés d’IHA a mis en évidence la présence d’un œdème cytotoxique 
principalement localisé au niveau des astrocytes, sans altération majeure de la BHE (Kato 
et al., 1992). L’observation révèle la présence d’astrocytes périvasculaires gonflés, 
accompagnée d’une dilatation des mitochondries et du réticulum endoplasmique (Fig. 1.2). 
Au niveau des capillaires, la membrane basale apparaît élargie tandis que les cellules 
endothéliales ont également un aspect gonflé suggérant une augmentation de la 
























Figure 1.2 : Conséquences neuropathologiques de l’insuffisance hépatique aiguë. 
Coupes histologiques de cerveau de patient décédé à la suite d’une IHA. 1 : Astrocytes 
périvasculaires à l’aspect gonflé (A), réticulum endoplasmique dilaté (flèches) et 
mitochondries gonflées (M) ; 2 : cellule endothéliale gonflée (E), jonctions serrées 
intracellulaires à l’aspect intact (flèches), vacuole (V), membrane basale élargie (B), 
espaces extracellulaires dilatés (têtes de flèche) et péricyte (P). Extrait de (Kato et al., 
1992), avec la permission de John Wiley and Sons. 
 
 Plus récemment, des études immunohistochimiques sur des coupes de cerveaux de 
patients décédés d’IHA ont également mis en évidence une activation de la microglie 
comme le démontre l’augmentation de l’immunomarquage du CMH II (Fig. 1.3) 
(Butterworth 2011). La microglie activée apparaît alors de forme étoilée avec quelques 
courts prolongements cytoplasmiques. Elle sécrète en outre des cytokines pro-
inflammatoires et des ROS/RNS, caractéristiques d’une neuroinflammation. Comme nous 
le verrons dans les sections suivantes, la physiopathologie de l’EH lors d’IHA implique un 














Figure 1.3 : Activation microgliale lors de l’insuffisance hépatique aiguë. Coupes 
immunohistochimiques du CMH II (HLA-DR clone CR3/43) dans le cerveau d’un patient 
témoin (CTRL) et dans le cerveau d’un patient décédé à la suite d’une IHA (ALF). Extrait 
de (Butterworth 2011), avec la permission de John Wiley and Sons. 
 
 Enfin, les neurones conservent un aspect morphologique normal et aucun 
phénomène de nécrose ou d’apoptose affectant quel que type cérébral que ce soit n’est 
observé lors d’IHA. Ces observations soulignent la réversibilité potentielle des troubles 
neurologiques consécutifs à l’IHA. 
 
2. Les modèles expérimentaux d’insuffisance hépatique aiguë 
 Par définition, un modèle expérimental permet de recréer certains des aspects d’une 
pathologie dans un environnement connu, contrôlé et reproductible d’une expérience à 
l’autre. Un modèle expérimental est donc une simplification de la pathologie étudiée en 
clinique où les variables biologiques d’intérêt peuvent être modifiées une à une pour en 
analyser les conséquences. Dans les sections suivantes, nous décrirons le modèle in vitro et 




2.1 Modèle in vitro de l’IHA : culture primaire d’astrocytes 
 L’utilisation des cellules en culture permet d’étudier les conséquences de 
l’exposition directe à certaines substances qui sont augmentées lors d’IHA. En particulier, 
nous avons utilisé des astrocytes en culture puisque ce sont ces cellules qui subissent le 
gonflement cellulaire et qui sont à l’origine de l’apparition de l’œdème cérébral chez les 
patients atteints d’IHA. De plus, des études précédentes ont démontré que des astrocytes en 
culture exposés à des concentrations physiopathologiques d’ammoniaque manifestent 
plusieurs des changements morphologiques, métaboliques et neurochimiques observés chez 
les patients (Norenberg 1987). Cette technique est bien maîtrisée dans notre laboratoire 
(Chan et al., 2004) et hautement reproductible. 
 Les cultures primaires d’astrocytes sont préparées à partir de cerveaux de rats 
nouveaux-nés (1 jour postnatal). Après prélèvement du cortex cérébral, le tissu est 
mécaniquement dissocié à l’aide de ciseaux puis filtré et resuspendu dans du milieu de 
culture classique (« Dulbecco’s modified eagle medium ») supplémenté de 10% de sérum 
bovin fœtal pour fournir les facteurs de croissance nécessaires au bon développement des 
astrocytes. Les cellules sont ensuite ensemencées dans des boîtes de Pétri et cultivées sous 
atmosphère contrôlée à 37°C et 5% de dioxyde de carbone pendant deux semaines jusqu’à 
confluence, puis maintenues une à deux semaines supplémentaires avec 10% de sérum de 
cheval pour permettre la maturation et la différenciation des cellules. 
 
2.2 Modèle in vivo de l’IHA : la souris traitée à l’azoxyméthane 
 Le choix d’un modèle animal repose sur les objectifs de la recherche, les 
expériences ultérieures prévues pour répondre à la question posée et sur les caractéristiques 
techniques et pratiques intrinsèques du modèle. En 2009, la commission de l’International 
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Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism (ISHEN) a établi une liste 
des critères nécessaires à la validation d’un modèle animal d’EH de type A (Butterworth et 
al., 2009). Le modèle animal doit 1) reproduire la pathologie observée en clinique et 
permettre la gradation des symptômes de l’EH ; 2) présenter les différents symptômes 
neurologiques caractéristiques de l’EH incluant l’œdème cérébral, l’hypertension 
intracrânienne et l’herniation cérébrale ; 3) être potentiellement réversible ; 4) présenter une 
augmentation des concentrations plasmatiques et cérébrales en ammoniaque et en 
glutamine ; 5) être caractérisé sur le plan des pathologies hépatique et cérébrale ; 6) 
présenter un minimum de risque pour le personnel (toxines, virus). Il existe deux catégories 
de modèles animaux d’IHA soit les modèles chirurgicaux, basés sur l’hépatectomie 
(partielle ou totale) ou la dévascularisation du foie (anastomose porto-cave et ligature de 
l’artère hépatique) ; et les modèles d’hépatotoxicité qui consistent en l’injection de 
thioacétamide, de galactosamine, d’acétaminophène ou d’azoxyméthane (AOM). 
 L’AOM est un composé retrouvé dans les noix de palme de Cycade généralement 
utilisé dans des modèles animaux de carcinogenèse (Laqueur et al., 1963). Le modèle 
murin d’IHA consécutif à l’AOM fut plus tard caractérisé par l’équipe du Dr. Benya 
(Matkowskyj et al., 1999) puis défini d’un point de vue neurologique par notre unité 
(Belanger et al., 2006). L’hépatotoxicité de l’AOM est dose-dépendante et repose sur une 
détérioration des fonctions mitochondriales (Matkowskyj et al., 1999). La durée moyenne 
du modèle d’IHA est d’environ 16-18 h et débute par l’injection intrapéritonéale d’AOM 
(100 µg/g). Les souris développent progressivement une hypothermie et une hypoglycémie 
qu’il convient de contrôler et de maintenir à des valeurs normales par le biais de lampes et 
tapis chauffants, et d’injections de dextrose 10%. Sur le plan histologique, l’IHA se 
caractérise par la nécrose massive des hépatocytes, une congestion hémorragique et une 
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microstéatose vésiculaire (Fig 1.4) (Belanger et al., 2006). La pathologie hépatique 
s’accompagne d’une hyperammonémie, d’une augmentation de la concentration 
plasmatique en transaminases (alanine aminotransférase (ALT) et aspartate 
aminotransférase (AST)) et en acides aminés. Au niveau du SNC, l’EH survient quelques 
heures après l’injection et se caractérise par une diminution progressive de l’activité 
locomotrice et une ataxie (stades 1/2), la perte du réflexe de redressement (stade 3), et la 
perte du réflexe cornéen (coma, stade 4). On observe la présence d’un œdème cérébral au 




Figure 1.4 : Histopathologie hépatique lors d’insuffisance hépatique aiguë induite par 
l’azoxyméthane chez la souris. (E) Foie sain ; (B) Foie de souris traitée à l’AOM au stade 
coma. L’IHA induite par l’AOM provoque une nécrose hémorragique massive et une 
microstéatose vésiculaire. Extrait de (Belanger et al., 2006), avec la permission de Elsevier 
LTD. 
 
 Ces caractéristiques physiopathologiques sont hautement reproductibles et miment 
ce qui est observé en clinique tant au niveau cérébral que périphérique. Par ailleurs, le 
génome de la souris étant cloné et caractérisé, ce modèle d’IHA permet l’étude génétique 
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au niveau moléculaire. L’ensemble de ces caractéristiques font du modèle d’IHA induit par 
l’AOM un modèle expérimental de choix. 
 
3. Les facteurs périphériques impliqués dans la physiopathologie de 
l’encéphalopathie hépatique consécutive à une insuffisance hépatique 
aiguë 
 Le foie est l’organe qui effectue le plus grand nombre de transformations chimiques. 
Il assure trois fonctions vitales que sont les fonctions de détoxification, de synthèse-
dégradation et de stockage. Parmi ces fonctions, le foie réalise notamment la détoxification 
de substances exogènes potentiellement dangereuses telles que les toxines et les 
médicaments (clairance hépatique), mais également la clairance de substances endogènes 
telles que l’ammoniaque résultant du catabolisme des acides aminé, et les cytokines. Le 
foie est également impliqué dans la synthèse de protéines telles que les facteurs de 
coagulation, certaines protéines inflammatoires de la phase aiguë, et participe à la 
régulation de la glycémie. Par ailleurs, sa double irrigation par la veine porte et l’artère 
hépatique en font un organe à la croisée des environnements extérieur et intérieur et la cible 
potentielle des toxines et des organismes pathogènes d’origine alimentaire ou 
sanguine. L’environnement hépatique est donc contrôlé en permanence par les cellules de 
Kupffer, les macrophages résidents du foie, qui constituent la première ligne de défense en 
cas de lésions ou d’infections. De plus, le foie réalise la synthèse et le stockage de GSH, un 
puissant antioxydant qui permet à la fois de limiter le dommage cellulaire causé par les 
ROS/RNS lors d’inflammation hépatique, et qui contribue à la fonction de détoxification 
hépatique en tant que cofacteur dans les réactions de conjugaison.  
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 L’IHA se caractérise par un degré sévère de mort hépatocellulaire qui peut être le 
résultat de processus apoptotiques ou nécrotiques. Des études expérimentales ont démontré 
que chaque processus est essentiellement conditionné par l’étiologie de l’IHA. Ainsi, la 
nécrose est principalement retrouvée lors d’intoxication à l’acétaminophène (Gujral et al., 
2002; Nagai et al., 2002) tandis l’apoptose survient plutôt dans le cas d’ischémie-
reperfusion (Rudiger and Clavien 2002). Quels que soient les processus de mort cellulaire 
impliqués, les conséquences métaboliques qui résultent de l’insuffisance hépatique 
combinés à la présence de médiateurs de l’inflammation et de métabolites toxiques, ainsi 
que la capacité des hépatocytes restants à régénérer la masse hépatique, conditionnent le 
développement de l’IHA et sa sévérité (Wu et al., 2010). Au niveau sanguin, la perte de 
fonction hépatique et l’inflammation locale et systémique qui caractérisent l’IHA induisent 
notamment une augmentation des concentrations en ammoniaque et en cytokines pro-
inflammatoires, qui jouent un rôle important dans les mécanismes physiopathologiques des 
complications neurologiques lors d’IHA. 
 
3.1 L’ammoniaque 
 Le rôle de l’ammoniaque dans la physiopathologie de l’EH fut initialement décrit 
par Nencki et Pavlov en 1893 lorsque ces derniers constatèrent le développement de 
troubles neurocomportementaux chez des chiens ayant subi une anastomose porto-cave 
chirurgicale (Hahn et al., 1893). Dix jours à 6 semaines après l’intervention, les chiens 
présentaient un comportement agressif et irritable et développaient une ataxie, des 
convulsions et un coma. Les symptômes s’aggravaient après l’ingestion de viande, ce qui 
conduisit les auteurs à définir ces troubles comme « le syndrome d’intoxication par la 
viande » (« meat intoxication syndrome »). Par la suite, ils démontrèrent que l’excrétion 
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d’ammoniaque dans les urines était augmentée chez ces chiens et que l’administration 
d’ammoniaque précipitait de façon dose-dépendante la survenue des complications 
neurologiques (Nencki and Zaleski 1895). Un siècle plus tard avec l’avènement de la 
tomographie par émission de positrons, Lockwood et collègues mettaient en évidence un 
lien direct entre l’ammoniaque et la pathogenèse de l’EH (Lockwood et al., 1991). 
 
3.1.1 Aspects biochimiques 
 L’ammoniaque est un composé chimique qui peut être présent sous forme de base 
faible (NH3, gazeuse) ou d’acide faible (NH4+, ionique) selon le pH. En solution aqueuse, 
on obtient l’équation :  NH3 + H2O ↔ NH4+ + HO- 
Le pKa du couple (NH4+/NH3) est de 9.15 (Bromberg et al., 1960) et dans les conditions 
physiologiques de température et de pH, 98% de l’ammoniaque est sous forme ionique 
selon l’équation d’Henderson-Hasselbach. La forme gazeuse traverse passivement les 
membranes tandis que la forme ionique de l’ammoniaque, dont les propriétés physico-
chimiques sont proches de celles de l’ion potassium (K+), entre en compétition avec celui-ci 
et est transportée via les mêmes transporteurs membranaires tels que la pompe Na+/K+ 
ATPase et le cotransporteur et Na+/K+/Cl- par exemple (Aickin et al., 1982; Kelly et al., 
2009; Moser 1987). Cependant, des études démontrent que le transport de l’ammoniaque 
est non saturable (Cooper et al., 1979). Compte tenu de l’effet alcalin de l’ammoniaque 
(Weigle et al., 1990) et du taux rapide de conversion entre la forme ionique (NH4+) et la 
forme gazeuse (NH3) (Cooper and Plum 1987), on estime que 75% de l’ammoniaque 





3.1.2 Métabolisme de l’ammoniaque 
 L’ammoniaque est un composé qui est physiologiquement produit en grande 
quantité chez un individu sain et plusieurs grammes rejoignent quotidiennement la veine 
porte (Cooper and Plum 1987). La majeure partie de l’ammoniaque provient de l’activité 
bactérienne et de la digestion des protéines dans l’intestin, ainsi que du muscle squelettique 
et du rein dans une plus faible proportion. Les principales voies de synthèse de 
l’ammoniaque impliquent les réactions enzymatiques catalysées par la glutamate 
déshydrogénase (réaction 1), la glutaminase (réaction 2), et l’acide-monophosphate 
désaminase du cycle des purines (réaction 3) (Cooper and Plum 1987). 
 
(1) Glutamate + NAD(P)+ H2O ↔ α-cétoglutarate + NAD(P)H + NH3 + H+  
(2) Glutamine + H2O → Glutamate + NH3  
(3) Aspartate + GTP + H2O → Fumarate + GDP + Pi + NH3 
 
3.1.3 Élimination de l’ammoniaque  
 Comme énoncé dans les sections précédentes, l’ammoniaque est une substance 
neurotoxique et sa concentration doit donc être strictement régulée. Dans les conditions 
physiologiques, bien que la quantité produite d’ammoniaque soit importante, les 
concentrations artérielles sont maintenues aux alentours de 45 µmol/L (Clemmesen et al., 






 3.1.3.1. Élimination par le foie 
 La différence de concentration en ammoniaque dans la veine porte (300 µM) et dans 
la veine cave (20 µM) illustre l’efficacité et le rôle majeur du foie dans la détoxification de 
l’ammoniaque (Haussinger et al., 1985). Deux voies métaboliques distinctes mais 
complémentaires sont impliquées et reposent sur l’hétérogénéité enzymatique des 
populations d’hépatocytes. D’une part, en première ligne, les hépatocytes périportaux 
assurent la détoxification de l’ammoniaque sous forme d’urée car ils sont dotés des 
enzymes du cycle de l’urée à de fortes concentrations (Haussinger et al., 1985). Ce système 
de faible affinité mais de haute capacité permet ainsi d’éliminer 70% de l’ammoniaque en 
provenance des intestins et de la périphérie sous forme d’urée (réaction 4). D’autre part, 
avant le retour du sang à la circulation générale, les hépatocytes périveineux assurent la 
détoxification de l’ammoniaque ayant échappé aux hépatocytes périportaux via la 
glutamine synthétase (GS) (réaction 5). Cette enzyme de haute affinité permet de convertir 
l’ammoniaque à de faibles concentrations sous forme de glutamine mais ce système de 
détoxification est de faible capacité puisque les hépatocytes périveineux ne représentent 
que 7% des hépatocytes totaux (Haussinger et al., 1985). Par la suite lors d’un second 
passage par le foie, la glutamine ainsi formée sera hydrolysée par la glutaminase contenue 
dans les hépatocytes périportaux et l’ammoniaque libéré sera alors détoxifié sous forme 
d’urée. 
 
(4) NH3 + CO2 + Aspartate + 3 ATP + 2 H2O → Urée + Fumarate + 2 ADP + 2 Pi + 
AMP + PPi 
(5) Glutamate + NH3 + ATP → Glutamine + ADP + Pi 
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 3.1.3.2 Élimination par le muscle squelettique 
 Bien que le muscle squelettique ne possède pas l’ensemble des enzymes nécessaires 
au cycle de l’urée et qu’il soit plutôt producteur d’ammoniaque lors d’activité physique 
intense, il participe à la détoxification de l’ammoniaque via la GS. L’activité de cette 
enzyme contenue dans le muscle squelettique est faible mais compte tenu de la masse que 
représentent les muscles squelettiques, cette voie de détoxification joue un rôle important à 
l’échelle de l’organisme et on estime que 50% de l’ammoniaque artériel est métabolisé par 
le muscle (Ganda and Ruderman 1976; Lockwood et al., 1979). Par ailleurs, l’activité de la 
GS musculaire est augmentée lors d’hyperammonémie et s’accompagne d’une production 
nette de glutamine (Olde Damink et al., 2002). 
   
 3.1.3.3 Élimination par le cerveau   
 L’ammoniaque est nécessaire au métabolisme des cellules gliales et une différence 
artério-veineuse positive est retrouvée chez l’individu sain ce qui suggère une entrée nette 
d’ammoniaque au niveau cérébral et une certaine capacité des cellules à le métaboliser 
(Cooper and Plum 1987). Tout comme le muscle squelettique, le cerveau est dépourvu de 
l’ensemble des enzymes nécessaires au cycle de l’urée et l’ammoniaque est converti en 
glutamine via la GS. La GS est principalement astrocytaire et 80% de son expression 
cérébrale est contenue dans les astrocytes contre 20% par les neurones (Cooper and Plum 
1987; Norenberg and Martinez-Hernandez 1979). Les astrocytes métabolisent donc 
principalement l’ammoniaque en glutamine qui est alors transférée aux neurones pour 
permettre la synthèse de glutamate et d’acide gamma-aminobutyrique, deux importants 
neurotransmetteurs. Par ailleurs, à la différence du muscle, l’activité de la GS astrocytaire 
est constitutivement à son maximum et lors d’hyperammonémie on observe une 
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augmentation de la concentration cérébrale en ammoniaque avec des effets potentiellement 
neurotoxiques (Cooper and Plum 1987; Desjardins et al., 1999). 
 
 3.1.3.4 Élimination par le rein  
 Le rein permet à la fois d’éliminer l’ammoniaque détoxifié par le foie sous forme 
d’urée et d’excréter une partie de l’ammoniaque sanguin dans les urines. Par ailleurs, bien 
que le rein soit plutôt producteur d’ammoniaque dans les conditions physiologiques, il 
participe au métabolisme de l’ammoniaque et exprime la GS (Welbourne et al., 1986). La 
glutamine ainsi formée peut soit contribuer au métabolisme énergétique du rein et du foie, 
soit être hydrolysée et participer à l’excrétion d’ammoniaque dans les urines (Olde Damink 
et al., 2009). Lors d’hyperammonémie consécutive à une IHA, le rein participe activement 
à l’élimination de l’ammoniaque et environ 70% des quantités normalement produites et 
relâchées dans la veine rénale sont directement excrétées dans les urines (Dejong et al., 
1993). 
 
3.1.4 Le rôle de l’ammoniaque dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 Lors d’IHA, le foie nécrotique ne rempli plus ses fonctions et le métabolisme 
protéique et la fonction de détoxification sont altérés. Cela se traduit au niveau systémique 
par une hyperammonémie, et chez l’homme atteint d’IHA les concentrations plasmatiques 
en ammoniaque atteignent rapidement 0.1 à 0.45 mM  (Clemmesen et al., 1999). De même 
dans les modèles animaux d’IHA, l’hyperammonémie atteint 0.5 à 1 mM (Mans et al., 
1994) et les concentrations cérébrales en ammoniaque sont fortement augmentées. En effet, 
alors que le ratio entre les concentrations plasmatiques et cérébrales en ammoniaque est de 
2 dans les conditions physiologiques, lors d’IHA les concentrations cérébrales en 
  
25 
ammoniaque atteignent en moyenne 8 fois la concentration en ammoniaque plasmatique et 
sont comprises entre 0.5 et 5 mM (Belanger et al., 2006; Cooper and Plum 1987; Swain et 
al., 1992). Par ailleurs, le fait que l’augmentation des concentrations en ammoniaque soit 
plus grande au niveau cérébral que plasmatique lors d’IHA suggère que la perméabilité du 
cerveau à l’ammoniaque est augmentée lors d’hyperammonémie (Lockwood et al., 1991).  
 L’hyperammonémie consécutive à l’IHA peut conduire au gonflement astrocytaire 
et à l’augmentation de la PIC pouvant mener ultimement au décès par herniation du tronc 
cérébral. L’herniation cérébrale n’est pas spécifique à l’IHA et elle est également 
rencontrée dans d’autres syndromes hyperammonémiques tels que le syndrome de Reye ou 
les désordres congénitaux du cycle de l’urée (Kendall et al., 1983). Tout comme l’IHA, ces 
syndromes hyperammonémiques s’accompagnent fréquemment de symptômes 
neuropsychiatriques comprenant des déficits cognitifs, des convulsions et la survenue d’un 
coma. La nature et la sévérité des complications neurologiques associées à 
l’hyperammonémie dépendent notamment des concentrations sanguines en ammoniaque. 
Lors d’IHA, il a en effet été démontré que l’incidence de l’herniation cérébrale et de 
l’augmentation de la PIC sont corrélées à l’augmentation des concentrations artérielles en 
ammoniaque chez l’homme (Clemmesen et al., 1999). Ainsi, des concentrations artérielles 
en ammoniaque supérieures à 150 µM sont prédictives d’une mort par herniation cérébrale, 
et l’hypertension intracrânienne survient dans 55% des cas où elle est supérieure à 200 µM. 
Dans une étude plus récente, 70% des patients dont les concentrations artérielles en 
ammoniaque sont supérieures à 100 µM développent une EH (Bernal et al., 2007). Par 
ailleurs, l’infusion intraveineuse continue d’ammoniaque induit un gonflement astrocytaire 
et une augmentation de la PIC chez le jeune primate (Voorhies et al., 1983) et chez le rat 
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normal (Takahashi et al., 1991) tandis qu’une infusion semblable chez le rat ayant subi une 
anastomose porto-cave induit la survenue plus rapide de l’œdème cérébral et de 
l’augmentation de la PIC (Blei et al., 1994). Enfin, l’exposition d’astrocytes en culture à 
des concentrations physiopathologiques d’ammoniaque (5 mM) induit le gonflement de ces 
cellules (Norenberg et al., 1991).  
 L’ensemble de ces données démontre donc que l’ammoniaque joue un rôle 
important dans la pathogenèse et le développement de l’EH et de l’œdème cérébral lors 
d’IHA. 
 
3.2 Les cytokines pro-inflammatoires  
 Les cytokines pro-inflammatoires sont des glycoprotéines solubles de signalisation 
cellulaire synthétisées notamment par les cellules immunitaires et hépatocellulaires, et au 
niveau cérébral par la microglie et les astrocytes activés (Chung and Benveniste 1990; 
McCoy and Tansey 2008). Sécrétées dans le milieu extracellulaire à des concentrations de 
l’ordre du picomolaire, elles peuvent agir localement par effet autocrine et paracrine sur les 
cellules environnantes, et par effet endocrine lorsque la synthèse est plus importante 
comme c’est le cas lors d’IHA. Ces molécules ont des fonctions pléiotropiques, souvent 
redondantes, et induisent la transcription de gènes pro- ou anti-inflammatoires, de survie ou 
de mort cellulaire, de prolifération et de différenciation cellulaire. Les principales cytokines 
pro-inflammatoires sont le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α), le CD40 ligand 
(CD40L), l’interleukine-6 (IL-6) et l’interleukine-1β (IL-1β), et lors d’IHA ces cytokines 
exercent des effets cytotoxiques directs ou indirects sur les hépatocytes. Avant d’aborder 
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leurs rôles dans la physiopathologie de l’EH consécutive à une IHA, nous détaillerons 
brièvement la biologie et le rôle de ces cytokines dans la mort hépatocytaire lors d’IHA.  
 
3.2.1 Biologie et rôles des cytokines pro-inflammatoires dans la mort hépatocytaire lors 
d’IHA 
 Quelles que soient la nature et l’étiologie de l’IHA, la mort cellulaire massive des 
hépatocytes résulte en la libération de composants intracellulaires par les cellules du 
parenchyme hépatique. La présence de ces particules anormales conduit à une inflammation 
hépatique importante initiée et dirigée par les cellules de Kupffer, le premier rempart 
immunitaire, qui se traduit par une augmentation locale de la synthèse de médiateurs pro-
inflammatoires potentiellement cytotoxiques tels que les ROS, les RNS, les cytokines, des 
médiateurs lipidiques, des enzymes hydrolytiques, etc. Ces médiateurs peuvent 
endommager directement l’environnement hépatocellulaire (peroxyde d’hydrogène, oxyde 
nitrique, peroxynitrite), dégrader la matrice extracellulaire (collagénase, élastase), 
provoquer le recrutement et l’activation d’effecteurs secondaires au site inflammatoire 
(monocytes, macrophages, lymphocytes, cellules NK, neutrophiles) ainsi que l’activation 
des cellules hépatocytaires et non-parenchymales voisines. L’activation subséquente de ces 
cellules conduit à la production de surcroit de médiateurs pro-inflammatoires. D’autre part, 
au niveau des hépatocytes, les cytokines pro-inflammatoires sécrétées peuvent conduire à 
l’activation de voies de signalisation pro-apoptotiques via l’activation des caspases, ou anti-
apoptotiques via le facteur nucléaire-κB (NF-κB). L’ensemble de ces mécanismes 
inflammatoires immuns ou adaptatifs, combiné aux effets hépatotoxiques directs ou 
indirects responsables de l’inflammation primaire, favorise le développement du dommage 
hépatique et la progression de l’IHA.  
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 3.2.1.1 Le facteur de nécrose tumorale-α 
 Le TNF-α est une cytokine majeure de l’inflammation qui peut induire l’apoptose 
de nombreux types cellulaires. En particulier, le TNF-α est impliqué dans l’apoptose 
excessive des hépatocytes lors d’atteinte hépatique d’étiologie variée (Rudiger and Clavien 
2002; Simeonova et al., 2001; Yin et al., 1999). Synthétisé sous forme de précurseur 
monomérique soluble ou membranaire, le TNF-α doit s’assembler sous forme 
d’homotrimère pour être biologiquement actif. Les formes solubles et membranaires 
interagissent avec deux types de récepteurs, le TNFR1 (p55) et le TNFR2 (p75), qui 
peuvent être solubles et participer à l’inhibition endogène des effets biologiques du TNF-α, 
ou membranaires et induire les effets biologiques du TNF-α. Ces deux récepteurs 
glycoprotéiques sont similaires au niveau structurel mais ils diffèrent par la structure de 
leur extrémité cytoplasmique. L’extrémité cytoplasmique de TNFR1 contient un domaine 
de mort qui peut conduire paradoxalement à l’activation de gènes pro-apoptotiques ou de 
survie cellulaire, et de gènes pro- ou anti-inflammatoires. Les mécanismes moléculaires 
responsables de l’induction de gènes de survie ou de mort cellulaire au niveau de 
l’hépatocyte demeurent incertains mais semblent impliquer les niveaux de GSH (Garcia-
Ruiz and Fernandez-Checa 2007). Au contraire, l’extrémité cytoplasmique de TNFR2 ne 
contient pas de domaine de mort et induit l’activation de gènes pro-inflammatoires et de 
survie cellulaire. En outre, à la différence de TNFR1 dont l’expression est quasi-
ubiquitaire, TNFR2 n’exerce que peu d’effets biologiques compte tenu de son expression 
cellulaire limitée et de son affinité préférentielle pour la forme membranaire du TNF-α 
(Yang et al., 2002). Ainsi, les effets du TNF-α sont essentiellement médiés par TNFR1, 
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dont l’expression est augmentée au niveau des hépatocytes et des cellules immunitaires lors 
d’IHA (Rutherford and Chung 2008; Streetz et al., 2000). 
 Lors d’IHA, la principale source de TNF-α provient des cellules de Kupffer et de 
nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré un effet cytotoxique direct de cette 
cytokine au niveau des hépatocytes. Dans l’IHA expérimentale induite par 
l’acétaminophène, le prétraitement avec un inhibiteur de l’activation des cellules de 
Kupffer prévient la nécrose hépatocytaire (Laskin et al., 1995) tandis que l’injection 
d’anticorps anti-TNF-α prévient l’augmentation des concentrations plasmatiques en TNF-α 
et la nécrose des hépatocytes (Blazka et al., 1995). De plus, il été démontré que l’exposition 
de co-cultures d’hépatocytes et de cellules de Kupffer au lipopolysaccharide (LPS), un 
composant bactérien, induit la sécrétion de TNF-α et l’apoptose des hépatocytes et l’ajout 
d’anticorps anti-TNF-α protège les hépatocytes du dommage cellulaire (Hamada et al., 
1999). Le TNF-α peut également induire la nécrose cellulaire de façon indirecte par le 
recrutement et l’activation des cellules immunitaires au site lésionnel. 
 Le TNF-α joue un rôle capital dans l’induction et le développement des processus 
inflammatoires. Il est souvent considéré comme le « chef d’orchestre » de la réponse 
inflammatoire puisqu’il est sécrété précocement et qu’il induit le recrutement des cellules 
immunitaires au site inflammatoire et la synthèse d’autres cytokines pro-inflammatoires 
dont celles de l’IL-6 et l’IL-1β. Lorsque sa synthèse ou sa clairance sont défaillantes, le 
TNF-α peut induire une inflammation chronique et conduire à l’apparition de pathologies 
auto-immunes. De nombreuses stratégies thérapeutiques visent d’ailleurs à diminuer 
l’inflammation induite par le TNF-α. En particulier, l’etanercept (Enbrel) est une molécule 
de synthèse qui agit comme un compétiteur inhibitif du TNF-α et l’empêche de se fixer à 
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ses récepteurs endogènes, limitant ainsi son action biologique (Scallon et al., 2002; Tracey 
et al., 2008). L’etanercept est une protéine de fusion constituée de deux domaines TNFR2 
d’origine humaine couplés à un fragment Fc de l’immunoglobuline 1 (IgG1) humaine. 
Cette molécule de 150 kDa ne traverse pas la BHE et lie un trimère de TNF-α soluble ou 
membranaire d’origine périphérique dans un ratio de 1 pour 1 (Fig. 1.5). L’etanercept est 
50 fois plus affin et mille fois plus efficace que le TNFR2 monomérique d’origine 
endogène (Mohler et al., 1993). De plus, la demi-vie de l’etanercept in vivo est de trois 
jours ce qui équivaut à cinq fois celle du TNFR2 monomérique (Alldred 2001). L’ensemble 
de ces caractéristiques ainsi que le haut volume de distribution de l’etanercept font de cette 
molécule un traitement de choix dans les maladies inflammatoires chroniques telles que 
l’arthrite rhumatoïde et le psoriasis (Alldred 2001; Spadaro et al., 2012). L’etanercept a par 
ailleurs été testé en clinique lors d’hépatite alcoolique (Boetticher et al., 2008; Menon et 
al., 2004). Les effets de l’etanercept lors d’IHA chez la souris font en outre l’objet d’une 








Figure 1.5 : Structure schématique de l’etanercept. L’etanercept est une protéine de 
fusion constituée de deux domaines TNFR2 couplés à un fragment Fc de 
l’immunoglobuline 1 (IgG1) humaine (FCγ1). Extrait de (Tracey et al., 2008), avec la 





 3.2.1.2 Le CD40 ligand 
 Le CD40L est un membre de la famille du TNF et des études récentes suggèrent une 
implication importante de cette cytokine et de son récepteur CD40 dans les mécanismes de 
mort hépatocellulaire. Chez les patients atteints d’IHA et dans les modèles expérimentaux, 
on observe une augmentation de la concentration plasmatique en CD40L et la surexpression 
du récepteur CD40 au niveau des hépatocytes et des cellules de Kupffer principalement, 
avant la survenue du dommage hépatocellulaire, ce qui suggère un rôle important de la 
dyade CD40/CD40L dans les mécanismes de mort des hépatocytes lors d’IHA (Leifeld et 
al., 1999; Zheng et al., 2008). D’autre part, la surexpression de CD40L au niveau hépatique 
par injection d’un vecteur viral chez la souris induit un dommage hépatocellulaire similaire 
à celui observé lors d’IHA (Schmitz et al., 2006). 
 
 3.2.1.3 L’interleukine-6 
 L’IL-6 interagit avec son récepteur, constitué de deux chaines : le gp130 
membranaire qui est ubiquitaire, et le IL-6R membranaire dont l’expression est limitée aux 
hépatocytes et à certains leucocytes. Lors d’IHA, la concentration plasmatique en IL-6 est 
fortement augmentée et de nombreuses études expérimentales démontrent qu’elle exerce 
paradoxalement un effet plutôt hépatoprotecteur. L’IL-6 induit notamment la prolifération 
des hépatocytes in vitro (Kuma et al., 1990) et in vivo (Ohira et al., 1996). De plus, 
l’injection d’IL-6 restaure la masse hépatique chez les souris « knock-out » (KO) pour l’IL-
6 ayant subi une hépatectomie partielle (Cressman et al., 1996), et elle prévient le 
dommage hépatocellulaire dans des modèles d’ischémie-reperfusion (Camargo et al., 1997) 




 3.2.1.4 L’interleukine-1β 
 L’IL-1β est produite sous forme de pro-IL-1β qui doit être clivée par la caspase-1 
pour être active et interagir avec son récepteur IL-1R1 membranaire, exprimé notamment 
par les lymphocytes T, les cellules endothéliales et les hépatocytes. Tout comme le TNF-
α, l’IL-1β est rapidement synthétisée lors de la réponse inflammatoire et favorise le 
dommage cellulaire en contribuant notamment au recrutement des effecteurs secondaires au 
site inflammatoire et en augmentant la synthèse d’autres cytokines. Par ailleurs, des études 
expérimentales ont démontré que l’IL-1β inhibe in vitro la prolifération des hépatocytes de 
rat et des cellules d’hépatome d’origine humaine (Boulton et al., 1997). De plus, l’injection 
d’IL-1β chez le rat ayant subi une hépatectomie partielle diminue la prolifération des 
hépatocytes et par conséquent la régénération de la masse hépatique (Boulton et al., 1997).  
 
3.2.2 Rôles des cytokines pro-inflammatoires dans la physiopathologie de l’EH consécutive 
à l’IHA 
 Lors d’IHA, le foie nécrotique est le siège d’une inflammation sévère et les 
cytokines pro-inflammatoires, sécrétées en grande quantité, rejoignent la circulation 
sanguine. Chez les patients, quelle que soit l’étiologie, les concentrations systémiques en 
TNF-α, CD40L, IL-6 et IL-1β sont fortement augmentées et témoignent de la sévérité de 
l’atteinte hépatique (Koziel 1999; Sekiyama et al., 1994; Zheng et al., 2008). En particulier, 
les taux de TNF-α et de CD40L sont corrélés au degré de sévérité de l’IHA et sont plus 
élevés chez les patients décédés que chez ceux qui ont survécu (Nagaki et al., 2000; Zheng 
et al., 2008). D’autre part, les concentrations artérielles en TNF-α, IL-6 et IL-1β sont 
corrélées à l’augmentation de la pression intracrânienne, ce qui suggère une augmentation 
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de la transduction des signaux inflammatoires de la périphérie au cerveau et souligne le rôle 
important des cytokines pro-inflammatoires systémiques dans la physiopathologie de l’EH 
lors d’IHA (Jalan et al., 2002; Wright et al., 2007). Dans les modèles animaux, les 
concentrations plasmatiques en TNF-α, IL-6 et IL-1β sont également augmentées 
notamment chez le rat ayant subi une dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009a) et 
chez la souris traitée à l’AOM (Bemeur et al., 2010a). De plus, la survenue du coma 
hépatique est significativement retardée chez les souris KO pour TNFR1 ou IL-1R lors 
d’une IHA induite par l’AOM (Bemeur et al., 2010b). Enfin, les taux plasmatiques de 
TNF-α sont corrélés à la fréquence de survenue et à la sévérité de l’EH, et à une diminution 
de l’activité locomotrice chez le rat avec une IHA induite par le thioacétamide (Chu et al., 
2001). 
 Lors d’IHA, le foie inflammé est responsable en majeure partie de l’augmentation 
des cytokines pro-inflammatoires circulantes. À fortes doses, elles peuvent entraîner des 
complications immunologiques et organiques. En particulier lors d’IHA, il a été mis en 
évidence une dépression du système réticulo-endothélial (RES), essentiellement localisé au 
niveau hépatique, ainsi qu’une dysfonction des cellules de Kupffer et des leucocytes 
caractérisée par une diminution de la fonction de l’opsonine, une déficience du complément 
et la sécrétion excessive d’agents immunosuppresseurs (Odeh 2007). Ces troubles 
immunologiques entraînent d’une part une augmentation de la translocation bactérienne des 
intestins vers les nœuds lymphatiques et la circulation portale (Kasravi et al., 1996), et 
d’autre part un risque accru de développer un syndrome de réponse inflammatoire 
systémique (SIRS) et des infections (Rolando et al., 2000). Le SIRS est une inflammation 
généralisée incontrôlée retrouvée chez 60% des patients atteints d’IHA qui est associée à 
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une aggravation de l’EH et à un taux de mortalité élevé (Rolando et al., 2000; Schmidt and 
Larsen 2006). Le SIRS peut être d’origine infectieuse ou la conséquence de l’inflammation 
hépatique per se lors d’IHA, cependant 50 à 90% des patients atteints d’IHA contractent 
une infection nosocomiale ou endogène ce qui augmente le risque de développer un SIRS 
avec une aggravation subséquente de l’EH (Rolando et al., 2000; Vaquero et al., 2003). 
Enfin, le rein est l’organe qui réalise l’essentiel de la clairance des cytokines et 
l’insuffisance rénale est une complication fréquente de l’IHA, particulièrement aux stades 
avancés de la maladie. De plus, la présence d’un SIRS lors d’IHA est associée à un risque 
élevé de développer une insuffisance rénale sévère avec un taux de mortalité accru 
(Leithead et al., 2009). 
 
3.3 Autres facteurs provenant de la périphérie  
 Une vingtaine de composés différents, autres que l’ammoniaque et les cytokines 
pro-inflammatoires, sont augmentés au niveau sanguin lors d’IHA. Certains ont des effets 
neuroactifs ou neurotoxiques comme les acides gras à chaine courte, les acides aminés 
aromatiques, la bilirubine et les benzodiazépines, et peuvent ainsi contribuer à la 
physiopathologie de l’EH (Butterworth 2003). D’autres, comme les intermédiaires du stress 
oxydatif/nitrosatif et le lactate, peuvent également jouer un rôle dans les mécanismes 
inflammatoires impliqués dans la physiopathologie de l’EH consécutive à l’IHA. 
 
3.3.1 Les espèces réactives de l’oxygène et du nitrogène 
 Le stress oxydatif/nitrosatif et l’inflammation sont étroitement liés et la production 
de ROS et de RNS peut à la fois induire ou être la conséquence d’une inflammation. Lors 
d’IHA, la production des espèces radicalaires, dont le peroxyde d’hydrogène et le 
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peroxynitrite par exemple, peut être la conséquence soit d’un désordre métabolique 
hépatocytaire comme c’est le cas lors d’une intoxication à l’acétaminophène (Jaeschke et 
al., 2012) soit de la réaction inflammatoire consécutive à la mort des hépatocytes (Wu et 
al., 2010). Les défenses anti-oxydantes du foie sont rapidement dépassées lors d’IHA et les 
radicaux libres entraînent des dommages cellulaires qui contribuent à la mort des 
hépatocytes. D’autre part, les ROS et RNS sont libérés dans la circulation générale et 
peuvent induire une vasodilatation généralisée, une coagulation disséminée et des lésions 
endothéliales diffuses. Dans les modèles animaux, l’augmentation des taux plasmatiques et 
cérébraux de nitrites/nitrates est retrouvée chez le rat avec une dévascularisation hépatique 
(Jiang et al., 2009b), et chez la souris traitée à l’AOM, l’administration de N-acétylcystéine 
(NAC), un antioxydant puissant, retarde la progression de l’EH, améliore la fonction 
hépatique et prévient la déplétion des stocks hépatiques de GSH limitant ainsi les effets 
cytotoxiques du stress oxydatif/nitrosatif (Bemeur et al., 2010a). 
 
3.3.2 Le lactate 
 Le lactate est un métabolite du glucose dont les concentrations plasmatiques et 
cérébrales sont augmentées chez les patients atteints d’IHA (Tofteng et al., 2002; Walsh et 
al., 1999). L’hyperlactatémie observée lors d’IHA peut avoir plusieurs origines dont une 
augmentation du métabolisme anaérobique hépatique en conséquence d’une hypoxie 
hépatocellulaire (Bihari et al., 1985), la libération du lactate intracellulaire par les 
hépatocytes nécrotiques (Clemmesen et al., 2000) et une diminution du métabolisme du 
lactate du fait de la nécrose hépatocytaire (Woll and Record 1979). L’augmentation des 
concentrations plasmatiques et cérébrales en lactate est retrouvée dans de nombreux 
modèles animaux d’IHA d’origine chirurgicale (Holmin et al., 1983; Mans et al., 1994) ou 
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toxique (Peeling et al., 1993). L’augmentation du lactate cérébral est corrélée aux 
changements neurologiques caractéristiques de l’EH et est associée à une augmentation de 
la PIC avec un taux de mortalité élevé (Deutz et al., 1988; Nyberg et al., 1998).  
 
4. Les mécanismes cérébraux impliqués dans la physiopathologie de 
l’encéphalopathie hépatique consécutive à l’insuffisance hépatique aiguë 
 Lors d’IHA, l’ammoniaque et les cytokines pro-inflammatoires relâchés par le foie 
nécrotique rejoignent la circulation générale et jouent un rôle dans la physiopathologie de 
l’EH, en particulier au niveau de la BHE et des cellules gliales. 
 
4.1 La barrière hémato-encéphalique lors d’IHA 
 Plus que tout autre organe, le cerveau doit être protégé des variations anormales de 
son environnement ionique ou de toute substance potentiellement toxique en provenance de 
la circulation générale. Avant d’aborder le rôle de la BHE dans la physiopathologie de l’EH 
lors d’IHA, la prochaine section présente la structure et la fonction de la BHE dans les 
conditions physiologiques.  
 
4.1.1 Structure et fonctions de la barrière hémato-encéphalique 
 La BHE est une barrière anatomique et fonctionnelle qui sépare le parenchyme 
cérébral de la circulation sanguine et participe à l’homéostasie cérébrale. Cette structure 
hautement spécialisée est constituée, sur la face luminale du capillaire cérébral, d’une 
monocouche de cellules endothéliales cérébrales, reliées entre elles notamment par des 
jonctions serrées (JS) étanches; et sur la face abluminale d’une lame basale, de péricytes et 
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de pieds d’astrocytes périvasculaires (Figure 1.6) (Hallenbeck et al., 2006). La BHE permet 
ainsi d’une part de protéger les neurones en les isolant de tout contact direct avec les 
capillaires, et d’autre part de réguler l’afflux sanguin cérébral par l’intermédiaire des 
astrocytes selon les besoins neuronaux. Les vaisseaux sanguins, les astrocytes et les 
neurones forment en effet une unité fonctionnelle appelée unité neurovasculaire. Le 
couplage neurovasculaire est essentiel au bon fonctionnement cérébral et une variation du 
diamètre vasculaire peut entraîner des perturbations au niveau du transport des substrats 
énergétiques, des nutriments, mais également modifier la clairance de neurotoxines 
cérébrales. Les astrocytes jouent un rôle central dans ce couplage puisqu’ils recouvrent 














Figure 1.6 : Structure de la barrière hémato-encéphalique et couplage 
neurovasculaire. La barrière hémato-encéphalique est constituée des cellules endothéliales 
cérébrales, de la lame basale, des péricytes, et des pieds des astrocytes périvasculaires. 




 L’endothélium vasculaire cérébral, en première ligne, régule de façon très stricte le 
passage des molécules de la périphérie vers le parenchyme cérébral (et inversement). Les 
molécules peuvent emprunter la voie transcellulaire, qui nécessite des transporteurs 
spécifiques pour traverser la monocouche de cellules endothéliales cérébrales, ou la voie 
paracellulaire entre les cellules endothéliales adjacentes, selon le gradient de concentration 
de la molécule. Cependant, l’espace paracellulaire est quasiment imperméable à toute 
molécule du fait de la présence des jonctions serrées, situées au pôle apical des membranes 
endothéliales, et seules les molécules gazeuses, lipophiles ou d’un poids moléculaire 
inférieur à 180 Da peuvent diffuser librement. Les JS, complexes protéiques formés des 
zonula occludens (ZO), de l’occludine et de la claudine-5, jouent donc un rôle essentiel 
dans le contrôle de la voie paracellulaire et le maintien de l’intégrité de la BHE. Du côté 
cérébral, les astrocytes périvasculaires jouent également un rôle important dans le maintien 
de l’intégrité de la BHE et sont notamment impliqués, avec les cellules endothéliales 
cérébrales, dans le remodelage de la matrice extracellulaire via les métalloprotéinases 
matricielles (MMPs). Ces protéines sont impliquées dans les mécanismes 
physiopathologiques de l’EH lors d’IHA et font l’objet d’une étude dans cette thèse. 
  
 4.1.1.1 Les claudines 
 Les claudines sont des protéines transmembranaires qui constituent la clé de voute 
des JS avec notamment la claudine-5 qui est majoritairement exprimée par les cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins cérébraux (Sirotkin et al., 1997). La claudine-5 forme 
des homodimères qui s’associent avec les homodimères de claudine-5 de la cellule 
endothéliale adjacente, formant ainsi la structure primaire des JS. La claudine-5 joue un 
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rôle de premier plan dans la structure et le maintien de JS et participe à la perméabilité de la 
BHE (Zlokovic 2008). 
 
 4.1.1.2 L’occludine 
 L’occludine est une protéine transmembranaire qui contribue à la structure et à la 
stabilisation des JS. L’occludine participe avec les claudines à la perméabilité et à la forte 
résistance électrique des JS. Ses deux boucles extracellulaires sont impliquées dans 
l’adhésion paracellulaire tandis que son extrémité C-terminale intracellulaire interagit avec 
ZO-1 (Ando-Akatsuka et al., 1996). L’occludine joue un rôle important dans la 
perméabilité de la BHE et la délétion de ses domaines N-terminal et C-terminal altère la 
structure des JS et augmente la perméabilité paracellulaire (Balda et al., 1996; Bamforth et 
al., 1999). 
 
 4.1.1.3 Les zonula occludens 
 Les protéines ZO-1, ZO-2 et ZO-3 sont des protéines adaptatrices qui appartiennent 
à la famille des kinases guanylate associées à la membrane (MAGUK) (Persidsky et al., 
2006). Les ZO sont des protéines d’échafaudage sous-membranaires qui participent à 
l’organisation structurelle des complexes de JS. Elles établissent des jonctions d’une part 
via leur domaine PDZ avec l’extrémité C-terminale de l’occludine et des claudines, et 
d’autre part via leur extrémité C-terminale avec le cytosquelette d’actine. Ces protéines 
accessoires sont essentielles au maintien de l’intégrité de la BHE et une diminution de 
l’expression de ZO-1 par exemple, est associée à une augmentation de la perméabilité de la 












Figure 1.7 : Structure schématique des jonctions serrées reliant deux cellules 
endothéliales adjacentes. 
 
 4.1.1.3 Les métalloprotéinases matricielles 
 Les MMPs sont des endopeptidases zinc-dépendantes qui dégradent la plupart des 
composants de la matrice extracellulaire dont la fibronectine, la laminine, et les 
protéoglycans par exemple (Rosenberg 2002). Les MMPs sont exprimées par la plupart des 
composants cellulaires de l’unité neurovasculaire et au niveau périphérique par les 
macrophages et lymphocytes. Au sein de la grande famille des MMPs, on distingue 
notamment MMP-2 (gélatinase A) et MMP-9 (gélatinase B) qui, après activation 
enzymatique, dégradent la membrane basale autour des capillaires et facilitent ainsi 
l’angiogenèse et la neurogenèse (Sternlicht and Werb 2001). MMP-2 est principalement 
exprimée au niveau des pieds astrocytaires, de façon constitutive, tandis que MMP-9 est 
plutôt exprimée par les cellules endothéliales cérébrales et les péricytes et est inductible en 
présence de ROS et de cytokines via NF-κB notamment (Mun-Bryce and Rosenberg 1998). 
En particulier, MMP-9 peut être exprimée par la microglie activée et les astrocytes réactifs 
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(Gottschall and Deb 1996). MMP-2 et MMP-9 sont impliquées dans la rupture de la BHE 
lors de processus neuroinflammatoires impliqués dans l’ischémie, la sclérose en plaque et 
la méningite d’origine bactérienne (Cunningham et al., 2005; Leppert et al., 2001). En plus 
de dégrader les composants de la matrice extracellulaire, il a été démontré que MMP-2 et 
MMP-9 peuvent dégrader les JS et notamment la claudine-5, l’occludine et ZO-1 (Petty and 
Lo 2002). 
 
4.1.2 Perturbation de perméabilité de la barrière hémato-encéphalique lors d’IHA 
 L’étude en microscopie électronique de coupes de cerveaux de patients décédés 
d’IHA met en évidence un gonflement des astrocytes et le maintien de l’intégrité de la 
BHE, avec une probable augmentation de sa perméabilité du fait du gonflement des cellules 
endothéliales cérébrales et d’une augmentation du passage transcellulaire par 
pinocytose/endocytose (Kato et al., 1992). L’œdème cérébral observé lors d’IHA est donc 
de nature cytotoxique et n’implique pas de rupture franche de la BHE. Des études plus 
récentes démontrent cependant des changements de la perméabilité lors d’IHA impliquant 
une modification de l’expression des protéines constitutives des JS. L’augmentation de la 
perméabilité de la BHE à la fluorescéine est en effet associée à diminution de l’expression 
de ZO-2 dans un modèle d’IHA induite par l’AOM chez la souris (Shimojima et al., 2008), 
et une diminution de l’expression de l’occludine a été mise en évidence à la fois chez les 
patients atteints d’IHA et dans un modèle d’IHA induite par la galactosamine chez la souris 
(Lv et al., 2010). D’autre part dans cette même étude, l’injection intraveineuse d’anticorps 
anti-TNF-α ou anti-TNFR1 chez la souris prévient la baisse d’expression de l’occludine 
observée, suggérant un rôle important du TNF-α circulant au niveau de la perméabilité de 
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la BHE. L’implication des cytokines pro-inflammatoires dans le changement de 
perméabilité de la BHE est également appuyée par une étude in vitro qui démontre une 
augmentation du passage transcellulaire et de l’endocytose associés à une diminution de 
l’expression des JS dans des cellules endothéliales en culture exposées au TNF-α et à l’IL-
6 (Duchini et al., 1996). D’autre part, l’infusion d’ammoniaque chez le rat sain conduit à 
une extravasation du bleu Evans, ce qui suggère que l’ammoniaque est également impliqué 
dans l’augmentation de la perméabilité de la BHE (Ziylan et al., 1993). 
 D’un point de vue mécanistique, de récentes études suggèrent un rôle important des 
MMPs dans la régulation la perméabilité de la BHE lors d’IHA, et plus particulièrement de 
MMP-9 dont l’activité est régulée par les signaux pro-inflammatoires. L’augmentation des 
taux plasmatiques de MMP-9 activée, provenant du foie nécrotique, est en effet associée à 
une augmentation de la perméabilité au bleu Evans au stade coma d’IHA chez la souris 
traitée à l’AOM (Nguyen et al., 2006), et l’expression cérébrale de MMP-9 est corrélée à 
l’augmentation de la PIC et à l’extravasation de bleu Evans chez le rat traité à la 
galactosamine (Cauli et al., 2011). Une diminution de l’expression de la claudine-5 et de 
l’occludine est également observée chez la souris traitée à l’AOM, et elle est corrélée à 
l’activation de MMP-9. De plus, l’injection intrapéritonéale d’un inhibiteur de MMP-9 chez 
ces souris réduit l’extravasation du bleu Evans et retarde la survenue du coma (Chen et al., 
2009). Enfin plus récemment, une étude in vitro démontre que l’exposition de cellules 
endothéliales en culture à des concentrations physiopathologiques d’ammoniaque entraîne 
l’activation de MMP-9 et de MMP-2 et l’augmentation de la perméabilité paracellulaire 
(Skowronska et al., 2012), suggérant que les cytokines pro-inflammatoires et 




 Les conséquences de la diminution de l’expression des JS et le rôle que joue MMP-
9 dans l’augmentation effective de la perméabilité de la BHE restent cependant 
controversés. En effet, les niveaux plasmatiques de MMP-9 ne sont pas corrélés à 
l’augmentation de la PIC chez les patients atteints d’IHA (Palenzuela et al., 2010) et des 
études de résonnance magnétique démontrent que la BHE reste anatomiquement intacte 
lors d’IHA chez l’homme (Ranjan et al., 2005) et dans un modèle de dévascularisation 
hépatique chez le rat (Chavarria et al., 2010). D’autre part, l’efficacité thérapeutique du 
traitement au mannitol dans le contrôle de l’œdème cérébral, qui repose sur la différence 
osmotique entre la périphérie et le compartiment cérébral, soutient le fait que la BHE 
demeure globalement intacte lors d’IHA. L’ensemble de ces données suggère donc des 
changements subtils de la perméabilité de la BHE lors d’IHA, avec une augmentation du 
passage de l’ammoniaque et des signaux pro-inflammatoires en provenance de la périphérie 
vers le cerveau, dont les mécanismes physiopathologiques restent encore cependant à 
clarifier.  
 
4.1.3 La signalisation pro-inflammatoire foie-cerveau lors d’IHA 
 La BHE est à l’interface entre les compartiments périphérique et cérébral et elle 
joue donc un rôle important dans le transfert des signaux pro-inflammatoires originaires du 
foie jusqu’au cerveau. Différents mécanismes ont été proposés tels que 1) le passage direct 
des cytokines pro-inflammatoires au cerveau au niveau des régions dépourvues de BHE 
fonctionnelle (organes circumventriculaires), 2) le transport actif des cytokines pro-
inflammatoires via leurs récepteurs spécifiques (TNFR1, TNFR2, CD40, IL1-R1, IL-6R) 
exprimés par cellules endothéliales cérébrales, 3) l’activation des cellules endothéliales en 
réponse à la fixation des cytokines pro-inflammatoires sur leurs récepteurs spécifiques et la 
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synthèse de seconds messagers (monoxyde d’azote (NO), prostaglandines), 4) l’interaction 
des cytokines pro-inflammatoires en périphérie avec les fibres afférentes du nerf vague, 5) 
le recrutement et l’entrée de cellules immunitaires activées (monocytes, macrophages, 
lymphocytes) dans le parenchyme cérébral (Capuron and Miller 2011; D'Mello and Swain 
2011). Par ailleurs, des études in vitro suggèrent que l’ammoniaque (Skowronska et al., 
2012) et les cytokines pro-inflammatoires (Duchini et al., 1996) augmentent la perméabilité 
des cellules endothéliales cérébrales et le passage transcellulaire, ce qui pourrait favoriser 
ainsi la signalisation pro-inflammatoire au cerveau. 
 
4.2 La neuroinflammation lors d’IHA 
 L’observation initiale d’une neuroinflammation provient des modèles 
expérimentaux d’IHA où une augmentation de l’expression cérébrale du TNF-α et de l’IL-
1β a été mise en évidence chez le rat ayant subi une dévascularisation hépatique (Jiang et 
al., 2006). Par la suite, la présence d’un flux positif de cytokines pro-inflammatoires du 
compartiment cérébral vers la périphérie a été démontrée chez les patients atteints d’IHA 
(Wright et al., 2007) et des études immunohistochimiques de coupes de cerveaux de 
patients décédés ont mis en évidence une activation de la microglie (Butterworth 2011). 
L’activation de la microglie est également retrouvée chez le rat ayant subi une 
dévascularisation hépatique, et l’augmentation des taux de cytokines pro-inflammatoires 
dans le liquide céphalorachidien (LCR) et dans le parenchyme cérébral est corrélée à la 
progression de l’EH et à la survenue du coma (Jiang et al., 2009a). D’autre part, la délétion 
des gènes codant pour TNFR1 ou IL-1R1 chez la souris traitée à l’AOM retarde la 
progression de l’EH et la survenue du coma (Bemeur et al., 2010b). 
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 L’origine de la neuroinflammation lors d’IHA n’est pas formellement établie mais, 
comme discuté plus tôt, les cytokines pro-inflammatoires périphériques jouent certainement 
un rôle important dans l’activation de la microglie. D’autre part, l’infusion intraveineuse 
d’ammoniaque chez le rat induit une activation de la microglie (Rodrigo et al., 2010), 
tandis que l’exposition d’astrocytes en culture à des concentrations physiopathologiques 
d’ammoniaque conduit à un stress oxydatif/nitrosatif via l’activation de la voie NF-κB 
(Jayakumar et al., 2011), voie qui est également activée lors d’inflammation (Laroux et al., 
2001). Les cytokines pro-inflammatoires et l’ammoniaque semblent donc jouer un rôle 
conjoint dans la neuroinflammation lors d’IHA.  
 
4.3 Le stress oxydatif/nitrosatif cérébral lors d’IHA 
  Le stress oxydatif/nitrosatif se définit comme le déséquilibre entre la production de 
radicaux libres et la défense anti-oxydante. Avant d’aborder les effets cérébraux du stress 
oxydatif/nitrosatif lors d’IHA, les principales enzymes responsables du stress 
oxydatif/nitrosatif et les moyens cellulaires de défense seront brièvement décrits dans la 
section suivante. 
 
4.3.1 Sources du stress oxydatif/nitrosatif 
 Dans les conditions physiologiques, les ROS et les RNS sont produits en faible 
quantité par la chaine respiratoire mitochondriale, la monoamine oxydase, la NADPH 
oxydase et les enzymes de synthèse de l’oxyde nitrique (NOS) (Siegel et al., 1989). En 
particulier, la famille des NOS, qui catalyse la formation de NO à partir de L-arginine, est 
constituée de trois isoformes : NOSe et NOSn qui sont exprimés de façon constitutive 
respectivement par les cellules endothéliales et les neurones, et NOSi qui est inductible et 
  
46 
exprimé par les macrophages, la microglie activée et les astrocytes réactifs (Guix et al., 
2005). L’isoforme NOSi est induit notamment par les cytokines pro-inflammatoires via la 
voie de signalisation NF-κB (Marks-Konczalik et al., 1998). À la différence du NO produit 
en faible quantité par NOSe et NOSn, qui agit en tant que vasodilatateur et 
neuromodulateur, le NO produit en grande quantité par NOSi a des propriétés microbicides 
et peut entraîner des dommages cellulaires (Guix et al., 2005). La présence excessive de 
ROS et RNS entraîne notamment des dommages de l’ADN et des protéines, et la 
peroxydation des lipides membranaires. 
 
4.3.2 Défense anti-oxydante cérébrale 
 Le cerveau est doté d’un système enzymatique et non-enzymatique de défense anti-
oxydante. Le système enzymatique est constitué de la superoxyde dismutase, de la catalase, 
des enzymes du glutathion et de l’hème oxygénase (HO). En particulier, l’HO regroupe 
deux isoformes : HO-2 qui est constitutivement exprimée par tous les types cellulaires 
cérébraux, et HO-1 qui est inductible par les cytokines pro-inflammatoires et est 
principalement exprimée par la microglie activée et les astrocytes réactifs (Vargas and 
Johnson 2009). HO-1 catalyse la dégradation de l’hème pour former in fine la bilirubine, un 
puissant anti-oxydant. D’autre part, le GSH joue un rôle central dans la défense anti-
oxydante enzymatique et non-enzymatique (Dringen et al., 2000). Ce tripeptide (γ-L-
glutamyl-L-cystéinylglycine), synthétisé essentiellement par les astrocytes, est à la fois un 
cofacteur des enzymes du glutathion et un accepteur direct des radicaux libres. L’induction 
de HO-1 et la diminution des réserves cérébrales de GSH constituent deux marqueurs 
caractéristiques de stress oxydatif/nitrosatif. 
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4.3.3 Le stress oxydatif/nitrosatif lors d’IHA  
 Les causes précises du stress oxydatif/nitrosatif lors d’IHA ne sont pas clairement 
établies mais il existe des évidences indirectes qui suggèrent que l’ammoniaque joue un 
rôle important. En effet chez l’animal, l’infusion intraveineuse d’ammoniaque induit une 
augmentation des ROS (Kosenko et al., 2003) et de la peroxydation lipidique cérébrale 
(O'Connor and Costell 1990), et s’accompagne d’une déplétion des stocks cérébraux de 
GSH ainsi que d’une diminution de l’expression des enzymes cérébrales de la défense anti-
oxydante (Kosenko et al., 1997). D’autre part, l’exposition d’astrocytes en culture à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque conduit à la production de ROS, 
l’ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale, la diminution du 
contenu astrocytaire en GSH, ainsi que l’augmentation de l’oxydation des ARN, de la 
peroxydation lipidique et de la nitration des protéines (Murthy et al., 2001).  
 Plus récemment, il a été démontré que l’administration de NAC retarde la 
progression de l’EH et prévient la déplétion des stocks cérébraux de GSH limitant ainsi les 
effets du stress oxydatif/nitrosatif chez la souris traitée à l’AOM (Bemeur et al., 2010a). 
D’autre part, les cytokines pro-inflammatoires semblent également jouer un rôle dans le 
stress oxydatif/nitrosatif cérébral puisque l’injection de minocycline, un antibiotique de la 
famille des tétracyclines qui inhibe l’activation microgliale, retarde la progression de l’EH, 
diminue à la fois l’activation de la microglie, l’expression cérébrale des cytokines pro-
inflammatoires TNF-α, IL-1β et IL-6, l’expression cérébrale de NOSi,  NOSe et HO-1, et 
réduit les niveaux cérébraux de nitrites/nitrates chez le rat avec une dévascularisation 
hépatique (Jiang et al., 2009b; Jiang et al., 2009c). De plus, l’exposition d’astrocytes en 
culture à un milieu conditionné provenant de cellules microgliales en culture traitées à 
l’ammoniaque induit un gonflement astrocytaire, et l’ajout d’un chélateur de superoxyde ou 
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de peroxynitrite dans ce milieu conditionné diminue le gonflement. Ces résultats indiquent 
que la microglie contribue au gonflement astrocytaire par l’intermédiaire d’un mécanisme 
impliquant le stress oxydatif/nitrique (Rao et al., 2012). Enfin, l’exposition d’astrocytes en 
culture à un cocktail de cytokines pro-inflammatoires induit un gonflement cellulaire plus 
important lorsque les astrocytes en culture sont prétraités à l’ammoniaque (Rama Rao et al., 
2010). L’ensemble de ces résultats démontre que la microglie contribue au gonflement 
astrocytaire lors d’IHA via des mécanismes impliquant le stress oxydatif/nitrosatif et les 
cytokines pro-inflammatoires. 
  Enfin, il a été démontré que l’exposition d’astrocytes en culture à des conditions 
hypo-osmotiques, comme c’est le cas lors d’IHA puisque l’augmentation des 
concentrations cérébrales en ammoniaque induit un flux d’eau de la périphérie vers le 
compartiment extracellulaire cérébral, induit le gonflement cellulaire, la production de 
ROS/RNS et la nitration protéique (Schliess et al., 2004). Cette étude démontre donc que le 
gonflement astrocytaire peut induire le stress oxydatif/nitrosatif ce qui suggère la présence 
d’un cercle vicieux, le stress oxydatif/nitrosatif et le gonflement cellulaire s’entretenant 
mutuellement par le biais de mécanismes physiopathologiques complémentaires. 
 
4.4 Le volume cérébral lors d’IHA 
 L’œdème cérébral et l’augmentation de la PIC sont les deux conséquences les plus 
dangereuses lors d’IHA et environ 80% des patients développent un œdème cérébral au 
stade 4 de l’EH (Jalan 2003; Munoz 1993; Raschke et al., 2008). L’œdème cérébral se 
définit comme une augmentation du volume du cerveau résultant de l’accumulation 
anormale localisée ou diffuse de fluide dans le parenchyme cérébral (Klatzo 1967). 
L’accumulation de fluide peut se faire au niveau extra- ou intracellulaire ce qui définit deux 
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types d’œdèmes : l’œdème vasogénique ou l’œdème cytotoxique (Klatzo 1994). Les 
mécanismes physiopathologiques impliqués reposent sur le maintien ou non de l’intégrité 
de la BHE. Comme nous l’avons mentionné plus haut, des études en microscopie 
électronique et d’imagerie par résonnance magnétique démontrent que lors d’IHA, l’œdème 
cérébral est de nature cytotoxique puisque le gonflement cellulaire est localisé au niveau 
des astrocytes et que la BHE reste anatomiquement intacte à la fois chez l’homme et dans 
les modèles animaux (Chavarria et al., 2010; Kato et al., 1992; Ranjan et al., 2005). 
L’œdème cytotoxique lors d’IHA entraîne une augmentation du volume du parenchyme 
cérébral et s’accompagne de perturbations hémodynamiques du flux sanguin cérébral qui 
peuvent entraîner une augmentation de la PIC, une hypoperfusion cérébrale, l’engagement 
cérébral et la mort. 
 Le fait que la GS soit principalement astrocytaire et constitue la principale voie de 
détoxification de l’ammoniaque dans le cerveau semble être impliqué dans le gonflement 
spécifique des astrocytes lors d’une IHA. En effet, l’accumulation astrocytaire de 
glutamine, aux propriétés osmotiques, entraîne une entrée d’eau et le gonflement des 
astrocytes qui résulte in fine en l’apparition d’un œdème cérébral. Cette hypothèse est 
supportée par le fait que les concentrations cérébrales en glutamine sont augmentées lors 
d’IHA chez les patients (Record et al., 1976) et dans les modèles animaux (Mans et al., 
1994; Swain et al., 1992). Cependant, les taux cérébraux de glutamine ne sont pas corrélés 
à la progression de l’EH ni à la survenue du coma hépatique (Michalak et al., 1996) ce qui 
suggère que d’autres facteurs sont impliqués dans le gonflement astrocytaire. En particulier, 
les aquaporines (AQP) sont des canaux permettant le passage de l’eau qui jouent un rôle 
essentiel dans la régulation du volume cellulaire et par conséquent dans l’homéostasie du 
volume cérébral. Parmi les isoformes des AQP, l’AQP-4 est principalement exprimée dans 
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le parenchyme cérébral et notamment au niveau des pieds des astrocytes périvasculaires 
(Nielsen et al., 1997). Plusieurs études démontrent que l’AQP-4 contribue au 
développement de l’œdème cérébral dans divers traumatismes cérébraux (Papadopoulos 
and Verkman 2007) et l’expression de l’AQP-4 est augmentée lors d’IHA expérimentale 
(Eefsen et al., 2010; Margulies et al., 1999; Rama Rao et al., 2010) et dans des astrocytes 
en culture exposés à des concentrations physiopathologiques d’ammoniaque (Rama Rao et 
al., 2003). D’autre part chez le rat ayant subi une dévascularisation hépatique, la diminution 
de l’expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), un filament intermédiaire 
impliqué dans les propriétés viscoélastiques des astrocytes, suggère un rôle important de 
cette protéine dans la régulation du volume cellulaire et dans la pathogenèse de l’œdème 
cérébral lors d’IHA (Belanger et al., 2002). 
 
4.5 Le métabolisme énergétique cérébral lors d’IHA 
 Le métabolisme énergétique cérébral est perturbé lors d’IHA et des études in vitro et 
in vivo démontrent que l’ammoniaque inhibe certaines enzymes du cycle de Krebs et du 
métabolisme oxydatif ce qui se traduit par une diminution de l’oxydation du glucose et par 
une augmentation de la glycolyse (Lai and Cooper 1986; Ott et al., 2005; Rama Rao and 
Norenberg 2012). Une augmentation des concentrations cérébrales en lactate est retrouvée 
chez les patients atteints d’IHA et est corrélée à l’augmentation de la PIC (Ott et al., 2005; 
Rama Rao and Norenberg 2012). Chez le rat avec une dévascularisation hépatique, des 
expériences de spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire révèlent une synthèse de 
novo du lactate cérébral qui est corrélée à la progression de l’EH et à l’apparition de 
l’œdème cérébral lors d’IHA (Zwingmann et al., 2003). D’autre part, l’exposition 
d’astrocytes en culture à des concentrations physiopathologiques de lactate conduit à un 
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gonflement cellulaire et à la sécrétion de TNF-α et d’IL-6 dans des co-cultures d’astrocytes 
et de microglie (Andersson et al., 2005; Staub et al., 1990). Lors d’IHA, lactate joue donc 
un rôle osmotique et inflammatoire dans la physiopathologie de l’EH et de l’œdème 
cérébral. 
 
5. Les traitements de l’insuffisance hépatique aiguë 
5.1 La transplantation hépatique 
 La transplantation hépatique orthotopique est la seule option définitive pour les 
patients atteints d’IHA dont la perte d’hépatocytes est si massive que le foie ne peut pas se 
régénérer et ne peut pas maintenir la vie. La transplantation hépatique réalisée lors d’IHA 
représente 5 à 12% des transplantations du foie toutes causes confondues, et le taux de 
survie associé est de 75 à 90% (Farmer et al., 2003; O'Grady 2005). D’autres alternatives 
sont également disponibles telles que la greffe d’une portion de foie d’une personne vivante 
ou la transplantation de foie auxiliaire, qui consiste en la résection du foie malade associée 
à une greffe de foie et en l’arrêt du traitement immunosuppresseur lorsque la régénération 
du foie natif in situ est complète (Campsen et al., 2008; Chenard-Neu et al., 1996). 
 
5.2 Les thérapies visant à diminuer les niveaux plasmatiques d’ammoniaque 
5.2.1 L-ornithine L-aspartate (LOLA) 
 LOLA est un mélange des acides aminés L-ornithine et L-aspartate qui réduit 
l’hyperammonémie en augmentant la détoxification de l’ammoniaque par le muscle 
squelettique. Son administration est associée à une diminution de la sévérité de l’EH dans 
les modèles expérimentaux d’IHA (Rose et al., 1999). Cependant chez les patients atteints 
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d’IHA, un rebond d’hyperammonémie dû à la glutaminase, exprimée par différents 
organes, a été mis en évidence lors d’un traitement avec LOLA (Jalan and Lee 2009) et son 
utilisation n’est pas associée à une diminution de l’hyperammonémie ni à une amélioration 
du taux de survie (Acharya et al., 2009).  
 
5.2.2 L-ornithine phénylacétate (OP) 
 L’OP est un sel formé de L-ornithine et de phénylacétate qui, comme le traitement 
LOLA, a pour but de réduire l’hyperammonémie en augmentant la détoxification de 
l’ammoniaque par le muscle squelettique. Ce composé permet in fine l’élimination de 
l’ammoniaque sous forme de phénylacétylglutamine, qui est alors excrétée dans les urines 
(Jalan et al., 2007). A la différence de LOLA, aucun phénomène de rebond 
d’hyperammonémie n’est observé lors d’un traitement avec l’OP car il n’existe pas 
d’enzyme endogène capable d’hydrolyser la phénylacétylglutamine. Son administration est 
associée à une diminution de l’hyperammonémie et de la PIC chez le porc ayant subi une 
dévascularisation hépatique (Ytrebo et al., 2009), et des études sont actuellement conduites 
chez l’homme pour évaluer son innocuité et son efficacité thérapeutique. 
 
5.3 Les stratégies osmotiques visant à diminuer l’œdème cérébral 
5.3.1 Le mannitol 
 Le mannitol est un agent diurétique avec des propriétés osmotiques. L’injection 
intraveineuse de mannitol est la stratégie thérapeutique conventionnelle lors d’IHA et elle 
vise à induire un état hyperosmotique en périphérie, créant ainsi un gradient de 
concentration de part et d’autre de la BHE et forçant la sortie d’eau du compartiment 
cérébral vers la circulation générale (Larsen and Wendon 2008). Cependant, une attention 
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particulière doit être portée car le mannitol, en tant qu’agent diurétique, peut entraîner une 
hypotension et une insuffisance rénale. 
 
5.3.2 La saline hypertonique 
 La saline hypertonique (30%) peut être administrée en intraveineuse chez les 
patients atteints d’IHA en alternative du mannitol. Une étude clinique démontre que la PIC 
et l’incidence de l’hypertension intracrânienne sont significativement réduites par la saline 
hypertonique en comparaison des patients ayant reçu des soins standards (Murphy et al., 
2004). 
 
5.4 Les stratégies visant à diminuer l’inflammation systémique 
5.4.1 Les antibiotiques 
 Les patients atteints d’IHA sont particulièrement sensibles aux infections compte 
tenu de leur état immunologique et des soins invasifs que leur condition requiert. De plus, 
la présence d’une infection augmente le risque de développer un SIRS et par conséquent de 
précipiter la progression de l’EH (Rolando et al., 2000; Vaquero et al., 2003). Administrée 
par voie entérale ou parentérale, l’antibiothérapie est le plus souvent composée de deux 
antibiotiques dirigés contre les bactéries Gram positives et Gram négatives, et les 
associations les plus fréquentes sont la flucloxacilline/gentamicine, la 
flucloxacilline/ceftazidime, la piperacilline/gentamicine et la ceftazidime/amoxycilline 
(Rolando et al., 1993; Rolando et al., 2000).  
 Bien que l’administration prophylactique d’antibiotiques à large spectre ne fasse pas 
actuellement l’objet de recommandations particulières, il a cependant été démontré qu’elle 
est associée à une diminution de la fréquence des infections lors d’IHA, ce qui suggère que 
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les antibiotiques administrés en prophylaxie diminuent l’incidence de l’augmentation de la 
PIC (Rolando et al., 1993). D’autre part, l’administration de minocycline chez le rat ayant 
subi une dévascularisation hépatique diminue la signalisation pro-inflammatoire cérébrale 
(Jiang et al., 2009b), impliquée dans les complications neurologiques lors d’IHA, ce qui 
conforte le fait que les antibiotiques administrés en prophylaxie pourraient contribuer à la 
prévention de l’EH et de l’œdème cérébral. Des études cliniques doivent cependant 
confirmer cette observation expérimentale.  
 
5.4.2 L’hépatectomie 
 L’hépatectomie pratiquée chez les patients en attente de transplantation hépatique, 
en l’absence de greffe disponible, demeure une condition exceptionnelle mais néanmoins 
vitale dans le cas où la déficience hépatique se détériore en dépit de l’ensemble des soins 
disponibles apporté. Dans une étude clinique menée sur 32 patients atteints d’IHA, il a été 
démontré que l’hépatectomie permet de stabiliser l’état hémodynamique cérébral et 
périphérique chez 60% des patients, qui seront transplantés ultérieurement avec succès 
(Ringe et al., 1993). Enfin dans un cas clinique d’IHA causée par une surdose 
d’acétaminophène, une diminution de la PIC après l’hépatectomie, accompagnée d’une 
forte diminution des concentrations plasmatiques en cytokines pro-inflammatoires ont été 
démontrées, confirmant que l’inflammation originaire du foie nécrotique joue un rôle 
majeur dans les complications neurologiques lors d’IHA (Jalan et al., 2002). 
 
5.5 N-acétylcystéine (NAC) 
 Le NAC, un antioxydant puissant, est couramment administré chez les patients 
atteints d’IHA consécutive à une surdose d’acétaminophène. Il permet de compenser la 
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perte du stock hépatique en GSH et de limiter l’hépatotoxicité induite par l’acétaminophène 
(Heard 2008). D’autre part, des études cliniques démontrent que l’administration 
intraveineuse de NAC augmente les taux de survie chez des patients atteints d’IHA, non 
consécutive à l’acétaminophène, aux stades 3-4 d’EH (Mumtaz et al., 2009).  
 
5.6 Foie artificiel 
 Les stratégies artificielles de remplacement du foie sont des systèmes d’assistance 
hépatique extracorporelle. La détoxification est basée sur le principe de la dialyse et vise à 
éliminer les substances périphériques potentiellement dangereuses. Actuellement, le 
système le plus étudié lors d’IHA est le MARS (« molecular adsorbent recirculating 
system ») et il a été démontré que son utilisation augmente le taux de survie, diminue 
l’incidence de la transplantation hépatique et diminue le taux de mortalité associé à 
l’herniation cérébrale (Kantola et al., 2008; Pugliese et al., 2007). Des études 
complémentaires, en particulier sur de plus grandes populations de patients atteints d’IHA, 
sont cependant nécessaires pour démontrer l’efficacité thérapeutique du système MARS. 
 
5.7 L’hypothermie 
 L’hypothermie modérée (32-35°C) est une technique utilisée chez les patients 
atteints d’IHA et plusieurs études cliniques démontrent des effets protecteurs de 
l’hypothermie au niveau des fonctions cérébrales et hépatiques (Vaquero 2012). En 
particulier, l’hypothermie entraîne une diminution de la PIC, une réduction du flux sanguin 
cérébral, une diminution des concentrations plasmatiques en ammoniaque et limite la 
progression de l’EH et de la pathologie hépatique (Jalan et al., 1999; Jalan et al., 2001). 
Dans les modèles expérimentaux, il a également été démontré que l’hypothermie diminue 
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l’atteinte hépatique (Bemeur et al., 2010c; Vaquero et al., 2007), réduit les concentrations 
cérébrales en ammoniaque (Belanger et al., 2006) et améliore le métabolisme énergétique 
cérébral (Barba et al., 2008; Chatauret et al., 2001; Chatauret et al., 2003; Rose et al., 
2000). Du point de vue de l’inflammation, l’hypothermie réduit notamment les 
concentrations plasmatiques et cérébrales en TNF-α, IL-1β et IL-6 et diminue les 
marqueurs plasmatiques du stress oxydatif/nitrosatif à la fois chez les patients atteints 
d’IHA (Jalan et al., 2004), et dans les modèles expérimentaux chez le rat dévascularisé 
(Jiang et al., 2009a; Jiang et al., 2009d; Sawara et al., 2009) et chez la souris traitée à 
l’AOM (Bemeur et al., 2010c).  
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6. Buts de l’étude 
 Le projet a pour but d’approfondir les connaissances concernant les mécanismes 
physiopathologiques inflammatoires de l’IHA et d'établir des approches thérapeutiques 
susceptibles de retarder les complications neurologiques qui mènent au coma hépatique 
chez la souris traitée à l’AOM.  
 Les mécanismes physiopathologiques responsables de l’EH et de l’œdème cérébral 
ne sont pas précisément décrits, mais l’ammoniaque libéré par le foie nécrotique, et 
l’astrocyte, l’unité cellulaire qui subit un gonflement, jouent un rôle majeur. D’autre part, 
les études actuelles démontrent que les cytokines pro-inflammatoires sont également 
impliquées dans la physiopathologie de l’IHA, cependant leurs rôles en périphérie et au 
niveau cérébral restent encore à clarifier. 
 
Les objectifs poursuivis sont les suivants : 
1. étudier les effets de l’ammoniaque et de l'IL-1β sur des astrocytes en culture au 
 niveau du stress oxydatif/nitrosatif et des fonctions astrocytaires 
2. établir le lien entre l'activation de la microglie, les taux de cytokines pro-
 inflammatoires cérébrales et le développement des complications neurologiques 
 associées à l’IHA 
3. démontrer que des agents anti-inflammatoires peuvent retarder la progression des 
 complications neurologiques lors d’IHA 
4. démontrer qu’une infection surimposée à l’IHA précipite l’EH et mettre en évidence 
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Background/aims: Acute liver failure (ALF) due to ischemic or toxic liver injury is a 
clinical condition that results from massive loss of hepatocytes and may lead to hepatic 
encephalopathy (HE), a serious neuropsychiatric complication. Although increased 
expression of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) in liver, plasma and brain has been 
observed, conflicting results exist concerning its roles in drug-induced liver injury and on 
the progression of HE. The present study aimed to investigate the therapeutic value of 
etanercept, a TNF-α neutralizing molecule, on the progression of liver injury and HE in 
mice with ALF resulting from azoxymethane (AOM) hepatotoxicity.  
 
Methods/Principal Findings: Mice were administered saline or etanercept (10 mg/kg; i.p.) 
30 minutes prior to, or up to 6 h after AOM. Etanercept-treated ALF mice were sacrificed 
in parallel with vehicle-treated comatose ALF mice and controls. AOM induced severe 
hepatic necrosis, leading to HE, and etanercept administered prior or up to 3 h after AOM 
significantly delayed the onset of coma stages of HE. Etanercept pretreatment attenuated 
AOM-induced liver injury, as assessed by histological examination, plasma ammonia and 
transaminase levels, and by hepatic glutathione content. Peripheral inflammation was 
significantly reduced by etanercept as shown by decreased plasma IL-6 (4.1-fold; p < 
0.001) and CD40L levels (3.7-fold; p < 0.001) compared to saline-treated ALF mice. 
Etanercept also decreased IL-6 levels in brain (1.2-fold; p < 0.05), attenuated microglial 





Conclusions: These results indicate that systemic sequestration of TNF-α attenuates both 
peripheral and cerebral inflammation leading to delayed progression of liver disease and 
HE in mice with ALF due to toxic liver injury. These results suggest that etanercept may 







Acute liver failure (ALF) is a rare but life-threatening consequence of an abrupt loss 
of hepatic function in a patient with no previous history of liver disease. ALF may occur as 
a result of viral infections, liver ischemia, metabolic errors, exposure to drugs or 
hepatotoxins (acetaminophen, mushroom poisoning) or other unknown causes [1,2]. 
Although potentially reversible, it can lead to jaundice, hepatic encephalopathy (HE), 
coagulopathy, multiorgan failure and ultimately death within days. Mortality rates are high 
in patients with ALF (≈ 80%) and, in cases where liver regeneration is absent or insufficient 
to maintain life, liver transplantation remains the only curative treatment option. However, 
one-third of ALF patients are not eligible for liver transplantation and one-fourth of the 
patients listed die while waiting for a transplant [3]. These facts underscore the importance 
of clarifying the pathophysiologic mechanisms of ALF and the urgent need to find 
therapies capable of delaying the progression of the disease. 
 
Loss of liver function has detrimental effects on multiple organs, both due to the 
release of toxic factors from the injured liver and to the loss of key hepatic detoxifying 
pathways. ALF, in particular, is associated with serious neurological complications, 
including brain edema and HE, a neuropsychiatric disorder characterized by severe 
alteration of cognitive, psychiatric and motor disturbances ranging from alteration of 
consciousness to coma [4]. For decades, ammonia has been thought to play a major role in 
the pathogenesis of the neurological complications of ALF, but recent studies in patients 
and in animal models strongly suggest that inflammation, acting alone or in concert with 
ammonia, may also be involved [5]. 
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Inflammation is an important feature of ALF and pro-inflammatory cytokine levels 
are elevated independently of the etiology of the underlying liver disease [6,7]. Among the 
pro-inflammatory cytokines, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) is a potent cytokine that 
exerts pleiotropic inflammatory and immunological functions by triggering synthesis of 
downstream targets such as interleukin-6 (IL-6) [8]. Levels of circulating TNF-α are 
increased in ALF patients and are associated with a poor prognosis [7,9]. Nevertheless, 
based on previous studies using TNF-α-lowering strategies, the precise role of TNF-α in 
toxic liver injury remains controversial. Neutralizing antibodies to TNF-α provide either 
only partial protection or are ineffective in preventing liver injury in mice administered 
hepatotoxic doses of acetaminophen and TNF-α knockout mice showed similar sensitivity 
to acetaminophen compared to wild type mice [10-12]. However, progression of HE is 
significantly delayed in azoxymethane-induced ALF mice lacking the TNF receptor [13]. 
 
Etanercept is a dimeric fusion protein consisting of two ligand-binding domains of 
the soluble human TNF receptor (sTNFR2) linked to the FC fragment of human 
immunoglobulin G1 (IgG1). It binds to TNF-α and renders it biologically unavailable and 
thus ineffective. Etanercept is currently used for the treatment of chronic inflammatory 
diseases such as rheumatoid arthritis and psoriasis [14] and is effective in neutralizing 
TNF-α in animal models of traumatic brain injury [15], endotoxemia [16] and spinal cord 
injury [17], leading to improved outcomes.  
 
In order to elucidate the role of TNF-α in toxic liver failure in mice, the protective 
effects of etanercept on the progression of liver injury and HE were investigated using a 
well-characterized model of ALF resulting from azoxymethane (AOM) hepatotoxicity. 
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Results of the present study indicate that administration of etanercept delays the 
progression of liver disease and HE by attenuating the peripheral and central inflammation 
characteristic of this model of ALF. This suggests that TNF-α plays a key role in toxic liver 
injury and that etanercept may provide a novel therapeutic approach for the management of 
ALF patients awaiting liver transplantation. 
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Materials and methods 
Animals 
All procedures involving animals were carried out in accordance to the Guidelines 
of the Canadian Council of Animal Care and protocols were approved by the Animal 
Research Committee at Saint-Luc Hospital (CHUM). Adult male C57BL6 mice (20-30 g) 
(Charles River, Saint-Constant, QC, Canada) were maintained under controlled conditions 
of temperature and humidity, in a 12 h light/dark cycle, and supplied with standard 
laboratory chow and water ad libitum. All animals were free of infection at the onset of the 
experiment.  
 
Animal treatments and experimental design 
In a first set of experiments, the effects of AOM on the progression of liver 
dysfunction were studied over time. Mice received a single injection of AOM (100 µg/g; 
i.p.) (Sigma-Aldrich, St. Louis, CO, USA) dissolved in 100 µl saline as previously 
described [18]. Control mice received an equivalent volume of saline. Following AOM 
injection, body temperature was periodically monitored with a rectal probe and rigorously 
maintained in the range of 36.5-37.5ºC using heating pads and lamps. Glycemia was 
monitored and kept at 5-7 mM by subcutaneous injections of dextrose 10%. Mice were 
sacrificed by decapitation at 3 h, 6 h, 9 h and 12 h following AOM injection and at coma 
stages of HE (defined as the loss of corneal reflex, occurs 18-20 h after AOM injection) 
after anesthesia with a ketamine/xylazine cocktail (50 and 9 mg/kg, respectively; i.p.). 
Plasma samples were immediately collected from the heart into heparinized tubes, 
centrifuged (10 min, 10 000 g) and kept at -70ºC until use. 
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In a second set of experiments, the effect of etanercept on the progression of HE 
(time to coma) was investigated. Mice received a single injection of etanercept (10 mg/kg, 
i.p.) (Enbrel; Amgen Inc., Thousand Oaks, CA, USA) or saline 30 min prior to, or 3 h or 6 
h after administration of AOM (100 µg/g; i.p.). In preliminary experiments, non-specific 
human immunoglobulin G was chosen as a control vehicle and results showed that it 
worsens liver damage and precipitates the onset of coma stages (data not shown). Saline 
was therefore used as a control vehicle rather than human immunoglobulin G. Temperature 
and glycemia were carefully monitored in all animals as described above until the onset of 
coma stages of encephalopathy. 
 
In a third set of experiments, the protective effects of etanercept were investigated 
on liver damage, oxidative stress markers in liver and brain, and microglial activation. Mice 
received a single injection of etanercept (10 mg/kg; i.p.) or saline 30 min prior to AOM 
(100 µg/g; i.p.). Temperature and glycemia were carefully monitored in all animals as 
described above. Etanercept-treated mice and control mice were sacrificed in parallel with 
saline-treated comatose AOM mice (loss of corneal reflex). Plasma samples were 
immediately collected from the heart into heparinized tubes, centrifuged (10 min, 10 000 g) 
and kept at -70ºC. Brain (frontal cortex) and liver samples were collected and kept at -70ºC 
until use.  
 
Histological assessment of liver damage 
Livers were fixed overnight by immersion in 10% buffered formalin. Paraffin-
embedded specimens were prepared and sections (6 µm) were mounted on Superfrost plus 
microscope slides (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA). HPS (hematoxylin-phloxin-
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saffron) staining was performed according to a standard protocol and liver pathology was 
assessed by an investigator who was blinded to the experimental treatment groups. 
 
Biochemical assays 
Plasma samples were diluted 10-fold in saline and alanine aminotransferase (ALT) 
and aspartate aminotransferase (AST) activities were assayed with an automated analyzer. 
Ammonia levels in plasma were determined using a commercial ammonia assay kit 
(Sigma-Aldrich) based on a colorimetric method using the glutamate dehydrogenase 
enzymatic reaction. The relative standard deviation of the kit was 1-2%. Samples were 
diluted 40-fold in assay diluent and absorbance was read at 340 nm.  
 
Determination of reduced and oxidized glutathione 
Total (GSHt) and reduced (GSSG) glutathione were analyzed in liver and brain 
(cerebral cortex) using a colorimetric assay (Oxis International, Foster City, CA, USA). 
Briefly, tissue samples (25 mg) were homogenized in 10 volumes of ice cold 5% 
metaphosphoric acid. For GSSG determination, a volume of the thiol-scavenging reagent 1-
methyl-2-vinylpyridinium trifluoromethanesulfonate (M2VP) was quickly added to 4 
volumes of homogenates. All samples (GSHt and GSSG) were centrifuged (10 000 g, 15 
min at 4ºC). Supernatants were then diluted with assay buffer, loaded onto a microplate and 
mixed with equal volumes (50 µl) of DTNB chromogen (5,5′-dithiobis-2-nitrobenzoic 
acid), glutathione reductase and NADPH according to the manufacturer’s protocol. 
Absorbance was monitored at 412 nm for 10 min. Total and oxidized glutathione were 
determined from standard curves.  Results were expressed in µmoles per g wet weight. The 
GSH/GSSG ratio was calculated as (GSHt – 2GSSG)/GSSG. 
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IL-6 assays in plasma and brain  
IL-6 levels were measured in plasma and brain using an enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit specific for mouse IL-6 (eBioscience, San Diego, CA, 
USA). Detection limit was 4 pg/mL. For plasma IL-6 measurements, samples were diluted 
15-fold in assay diluent and incubated overnight at 4ºC. For IL-6 measurements in brain, 
mice were transcardially perfused with saline and brains rapidly removed, flash frozen in 
liquid nitrogen and kept at -70ºC. Cerebral cortex was homogenized in 50 mM Tris, 1 mM 
EDTA (pH 7.5) containing a protein inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) and centrifuged at 
12 000 g for 45 min. Protein concentrations were measured using a DC protein assay kit 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Cytosolic fractions were then diluted 5-fold in 
assay diluent and incubated overnight at 4ºC. The plates were read at 450 nm and values at 
570 nm were subtracted. Absorbance was converted to pg/ml using a standard curve 
prepared with recombinant mouse IL-6. For cerebral IL-6 measurements, levels were 
expressed in pg/mg of proteins. 
 
TNF-α and CD40L measurement in plasma  
Plasma TNF-α and CD40L were measured using specific ELISA kits (eBioscience) 
according to the manufacturer’s protocol. Detection limits were 8 pg/ml for TNF-α and 
0.14 ng/ml for CD40L. For TNF-α measurement, plasma samples were diluted 3-fold in 
assay diluent and incubated overnight at 4ºC. The plate was read at 450 nm and values at 
570 nm were subtracted. Absorbance was converted to pg/ml using a standard curve 
prepared with recombinant mouse TNF-α. For CD40L measurements, plasma was diluted 
4-fold in assay diluent and incubated 2 h at room temperature. The plate was read at 450 
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nm and absorbance was then converted to pg/ml using a standard curve prepared with 
recombinant mouse CD40L. 
 
Western blot analysis 
Brain samples (frontal cortex) from AOM mice treated with etanercept were 
homogenized in ice-cold buffer (50 mM Tris–HCl, 1 mM EDTA, pH 7.6) containing a 
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) and centrifuged at 12 000 g for 45 min. Protein 
concentrations were measured using a DC Bio-Rad protein assay kit. Proteins (120 µg) 
were solubilized in Laemmli buffer (50 mM Tris–HCl, pH 6.8, 10% glycerol; 2% sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 10% dithiothreitol, 0.1% bromophenol blue) and boiled for 5 min. 
Proteins were resolved on 10% denaturing SDS-polyacrylamide gels and transferred 
overnight to polyvinylidene fluoride membranes (Bio-Rad Laboratories). Ponceau S 
staining was used to verify equal loading. The membranes were blocked for 1 h in Tris-
buffered saline (TBS) containing 5% dry milk and 0.1% Tween 20, then incubated for 1 h 
with anti-human (Fc specific) IgG antibody coupled to horseradish peroxidase (Sigma-
Aldrich; 1/25 000). After washing with TBS, peroxidase activity was detected by 
chemiluminescence using the ECL detection system (Amersham, Arlington Heights, IL, 
USA). The lower limit of detection of etanercept (3.5 ng) was determined by mixing serial 
dilutions of etanercept with 120 µg of total protein extracted from frontal cortex of 
etanercept-treated mice (data not shown).  
 
Immunohistochemistry 
Mice were deeply anaesthetized with ketamine and xylazine and perfused 
transcardially with 100 ml ice-cold saline followed by 100 ml formalin (containing 4% 
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paraformaldehyde in phosphate buffered saline (PBS), pH 7.0). Brains were removed, post-
fixed in 4% formalin at 4ºC for 12 h and transferred into ice-cold PBS (137 mM NaCl, 10 
mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl, 1.8 mM, KH2PO4; pH = 7.4) containing 0.09% sodium azide 
solution for storage. Free-floating 50 µm thick coronal sections were obtained using a 
vibratome and mounted on Superfrost Plus slides. Sections were incubated with 0.3% 
hydrogen peroxide in methanol for 15 min to block endogenous peroxidase activity and 
with 10% rabbit serum and 0.2% Triton X-100 to block non-specific binding sites. Sections 
were then incubated at 4ºC overnight with rat anti-mouse CD11b (OX-42) (1/100) (AbD 
Serotec, Raleigh, NC, USA). After washing with PBS, sections were incubated for 1 h with 
rabbit anti-rat biotinylated secondary antibody (1/200) (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA, USA) and thereafter with Vectastain ABC reagent (Vector Laboratories). OX-42 
immunoreactivity was detected by incubation with 3-3’-diaminobenzidine containing urea-
hydrogen peroxide (Sigma-Aldrich). Sections were dehydrated stepwise in ethanol and 
xylene and mounted with Permount (Fisher Scientific). Sections in which the primary 
antibody was omitted were used as negative controls and showed no immunoreactivity. 
 
Statistical analysis 
All data are expressed as the mean ± SEM and statistical analysis was performed 
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc analysis. A P 
value of less than 0.05 was considered to indicate a significant difference. Data were 








Circulating TNF-α and IL-6 increase before the onset of hepatic damage following 
AOM administration  
Levels of circulating TNF-α and IL-6 over time were first evaluated following 
AOM administration. Plasma TNF-α levels were significantly increased 9 h after AOM 
injection (12.7-fold; p < 0.001) and remained at similar levels 12 h after AOM injection and 
at coma stages of encephalopathy (Table 1). Similarly, IL-6 levels were significantly 
increased 9 h following AOM treatment compared to control mice (691-fold; p < 0.001) 
and remained elevated until the onset of coma (Table 1). On the other hand, transaminase 
activities and plasma ammonia levels tended to increase during the progression of liver 
disease and reached statistical significance by the onset of coma. Compared to saline-
treated controls, AST activity was increased by 17.6-fold (p < 0.001), ALT activity was 
increased by 88.8-fold (p < 0.001), and plasma ammonia levels were increased 6.7-fold (p 
< 0.001) at coma stages of encephalopathy (Table 1). 
 
Table 1. Effect of azoxymethane (AOM) on plasma transaminase activities, ammonia, 
TNF-α  and IL-6 levels over time. Mice (n = 5) were sacrificed at various time points 




Etanercept delays the progression of hepatic encephalopathy 
The effects of etanercept administration on the progression of encephalopathy were 
next investigated. Following AOM administration, saline-treated mice as well as 
etanercept-treated mice developed HE progressing from lethargy and ataxia to loss of 
righting and corneal reflexes (coma stage). Saline-treated mice became comatose 19.3 ± 0.4 
h following AOM injection whereas the onset of coma was significantly delayed in mice 
pretreated (-30 min) with etanercept (26.2 ± 1.7 h; p < 0.001) or injected with etanercept 3 
h after AOM  (25.8 ± 0.9 h; p < 0.001). The progression of encephalopathy in mice injected 
with etanercept 6 h after AOM treatment was not significantly different from saline-treated 



















Figure 1. Etanercept significantly delays the progression of hepatic encephalopathy in 
mice with AOM-induced ALF. Time to coma (loss of corneal reflex) in ALF mice treated 
with etanercept (ETA) 30 min prior to, or 3 h and 6 h after AOM treatment. Data represent 




Etanercept treatment attenuates hepatocellular damage and normalizes plasma 
ammonia levels 
AOM induced microvesicular steatosis with extensive degrees of necrosis and 
hemorrhagic congestion predominantly affecting midzonal and centrilobular regions, as 
previously reported  [18] (Fig. 2). Etanercept pretreatment (-30 min) significantly 
attenuated hepatic necrosis and hemorrhagic congestion with concomitant decreases in AST 
(3.4-fold; p < 0.001) and ALT (9.5-fold; p < 0.001) plasma levels compared to saline-
treated ALF mice. Etanercept treatment also reduced blood ammonia levels 3.9-fold (p < 
0.001) to values comparable to those observed in saline-treated mice (Table 2). 
Interestingly, etanercept pretreatment (30 min) was also protective in mice with 
acetaminophen-induced liver damage as shown by improved liver histopathology, and 









































Figure 2. Etanercept attenuates liver damage in AOM-induced ALF mice. Etanercept 
was administered 30 min before AOM. Representative liver sections from saline-treated 
control mice (A), AOM-induced ALF comatose mice (B) and etanercept-treated ALF mice 
(C and D). ALF mice show areas of confluent hemorrhagic necrosis, microvesicular 
steatosis as well as sinusoidal dilatation and congestion. Note the presence of minor 
microvesicular steatosis with little necrosis and sinusoidal congestion following etanercept 












Table 2. Effects of etanercept on plasma transaminase activities and ammonia levels. 
Mice were administered etanercept 30 min prior to azoxymethane (AOM) or saline 
(Vehicle). Control mice received only saline. Data represent mean ± SEM of n = 12 in each 
group. *p < 0.001 vs. Control; †p < 0.001 vs. Vehicle-treated. 
 
Etanercept normalizes plasma TNF-α, IL-6 and CD40L levels 
 The effect of etanercept on systemic inflammation was investigated by measuring 
levels of the pro-inflammatory mediators TNF-α, IL-6 and CD40L. In addition to increases 
of TNF-α, significant increases in plasma IL-6 (732.5-fold; p < 0.001) (Fig. 3B) and 
CD40L (8.3-fold; p < 0.001) (Fig. 3C) were observed in AOM-treated mice at coma stages 
of encephalopathy. Compared to saline-treated AOM mice, etanercept-pretreated mice 
displayed significantly lower levels of plasma TNF-α (2.5-fold; p < 0.05), IL-6 (4.1-fold; p 





































Figure 3. Etanercept treatment significantly attenuates plasma IL-6 and CD40L in 
AOM-induced ALF. Etanercept was administered 30 min before AOM. Plasma TNF-α 
(A), IL-6 (B) and CD40L (C) were quantified by ELISA. Data represent mean ± SEM of n 
= 12 animals in each group for IL-6, and n = 6 for TNF-α and CD40L. **p < 0.001 vs. 




Etanercept attenuates cerebral IL-6 levels and microglial activation 
Administration of AOM led to neuroinflammation as evidenced by a significant 
increase of brain IL-6 levels (1.8-fold; p < 0.001) compared to saline-treated controls, and 
treatment with etanercept significantly attenuated brain IL-6 levels induced by AOM (1.2-
fold; p < 0.05) (Fig. 4A). On the other hand, OX-42 immunoreactivity (CD11b), a marker 
of activated microglia/macrophages, was significantly increased in the cerebral cortex of 
AOM mice at coma stages of encephalopathy whereas no immunoreactivity was detected in 
saline treated-controls (Fig. 4B). OX-42 immunoreactivity was significantly attenuated in 
































Figure 4. Etanercept treatment attenuates IL-6 levels and microglial activation in the 
brain of mice with ALF. Etanercept was administered 30 min before AOM. Brain IL-6 
levels were measured in cytosolic fractions of cerebral cortex by ELISA (A). Data 
represent mean ± SEM of n =  6 animals in each group. *p < 0.01 vs. Saline; **p < 0.001 
vs. Saline; †p < 0.05 vs. AOM. Representative micrographs showing the effect of ALF on 
OX-42 (CD11b) staining in cerebral cortex from saline-treated control, AOM-treated mice 




To assess whether the attenuating effects of etanercept on neuroinflammation  were 
due to a local action following its entry into the brain or secondary to its peripheral effects, 
western blot analysis was performed to determine whether etanercept could be detected in 
the brain parenchyma following its administration in AOM mice. Cerebral cortex extracts 
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Figure 5. Western blot analysis of human IgG in the cerebral cortex of etanercept-
treated AOM mice. Total homogenates of etanercept-treated AOM mice (ETA) were 
probed for the presence of etanercept using an antibody directed against human IgG (Fc 
fragment specific). A positive control (CTR+) was obtained by adding 150 ng of the 150 
kDa etanercept recombinant molecule to the brain homogenate (lane 1) and shows that the 
antibody detects a 75 kDa band corresponding to the recombinant etanercept monomer 
after disruption of disulfide bridges (under denaturating conditions). No signal was 
detected in the cerebral cortex of etanercept-treated AOM mice (lanes 2-9).  
 
Etanercept treatment attenuates oxidative stress in liver and brain 
 The protective effect of etanercept on oxidative stress, which is frequently 
associated with inflammation, was next investigated. At coma stages of encephalopathy, 
total hepatic glutathione stores (GSHt) were significantly depleted in AOM-treated mice 
compared to saline-treated controls (2.3-fold; p < 0.001) and the reduced/oxidized 
glutathione ratio (GSH/GSSG) was significantly decreased (3.75-fold; p < 0.001) (Fig. 6A 
and 6B). Etanercept treatment prevented the depletion of total hepatic glutathione content 
(1.8-fold; p < 0.05) and significantly increased the GSH/GSSG ratio (2-fold; p < 0.05). In 
brain, total glutathione levels of AOM mice at coma stages of encephalopathy were similar 
to those of saline-treated controls (Fig. 6C). However, the GSH/GSSG ratio was decreased 
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in brains of AOM mice compared to saline-treated controls (1.8-fold; p < 0.05) and 
significantly increased by etanercept treatment to values similar to those observed in saline-














Figure 6. Etanercept treatment attenuates oxidative stress in liver and brain. 
Etanercept was administered 30 min before AOM. Total glutathione (GSHt) and 
GSH/GSSG ratio were determined in liver (A and B, respectively) and brain (C and D, 
respectively). Data represent mean ± SEM of n = 6 (liver),  n = 12 (brain) and are expressed 








 Findings of the present study indicate that TNF-α levels are increased early during 
AOM-induced ALF and that etanercept administration significantly delays the progression 
of HE by reducing hepatocellular damage, decreasing both systemic and central 
inflammation as well as hepatic and cerebral oxidative stress in these animals. These results 
add further support to the notion that TNF-α plays a major role in the pathogenesis of ALF. 
 
TNF-α is a key cytokine that exerts pleiotropic effects ranging from proliferative 
responses, inflammatory effects and modulation of immune responses, to destructive 
cellular outcomes such as apoptotic and necrotic cell death. TNF-α is produced as a 
transmembrane (tmTNF-α) or a membrane-cleaved circulating cytokine (sTNF-α) by 
various cell types such as macrophages, lymphocytes, cerebral microglia and astrocytes, 
and hepatic Kupffer cells. It has been suggested that TNF-α plays a major role in the 
pathogenesis of HE associated with ALF where the circulating levels of this cytokine are 
significantly increased both in patients and animal models of ALF [19].  Moreover, a direct 
correlation has been established between TNF-α levels, severity of ALF and prognosis 
[7,9]. In the present study, plasma TNF-α levels reached statistical significance 9 h after 
AOM administration and clearly preceded the onset of coma and massive hepatocyte cell 
death which occurred only at coma stages of HE, as shown by large increases in ammonia 
and transaminase levels. These observations suggest that TNF-α plays a role early in the 
pathogenesis of AOM-induced ALF and HE. These findings are in accordance with other 
experimental models of ALF where elevated serum levels of TNF-α have been observed 
shortly after the initiating insult. For example, plasma TNF-α levels were increased as early 
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as 4 h following injection of a single dose of acetaminophen in mice and were correlated 
with the onset of hepatic damage [20].  
 
TNF-α performs its biological functions as a homotrimer that binds to p55 and p75 
TNF receptors (TNFR 1 and 2, respectively) and induces a variety of intracellular pathways 
regulating the transcription of a large number of genes implicated in host defence [21]. 
Importantly, TNF-α triggers within hours the secretion of multiple pro-inflammatory 
mediators among them IL-6 [8]. Results of the present study demonstrated that plasma IL-6 
levels were significantly increased 9 h after AOM-induced hepatotoxicity and correlated 
with plasma TNF-α levels, which underscores the rapid pro-inflammatory effect of TNF-α 
and confirms the presence of systemic inflammation in the AOM model of ALF. 
 
Systemic administration of etanercept has been shown to be effective in neutralizing 
TNF-α in various animal models of central nervous system injury, thus leading to improved 
outcomes [15,17]. Etanercept is a fusion protein of two TNFR2 extracellular domains 
linked to the Fc fragment of human immunoglobulin 1 (IgG1). It binds to a single sTNF-α 
trimer or tmTNF-α in a 1:1 ratio thereby acting as a competitive inhibitor of TNF-α [22,23]. 
Etanercept has a 50-fold greater affinity and is 1000-fold more efficient than the 
endogenous monomeric sTNF-α receptor as assessed in vitro by inhibition of TNF-α 
binding or bioactivity [16]. The half-life of etanercept in vivo is three days, which is five 
times that of monomeric sTNF-α receptor [24]. These characteristics, as well as the high 
volume of distribution of etanercept, result in a greater ability to neutralize the biologic 
effects of TNF-α, suggesting that it may be a suitable anti-TNF-α therapy in our model of 
ALF. Results of the present study show that systemic administration of etanercept 30 min 
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before or 3 h after AOM leads to delayed progression of HE and onset of coma as well as 
improved hepatic function. The protective effect of etanercept on AOM-induced liver 
damage was evidenced by reduced hepatocellular necrosis, microvesicular steatosis and 
hemorrhagic congestion, and by a preventive effect on the increases in plasma levels of 
ammonia and transaminases. Similar protective effects of etanercept were also observed in 
acetaminphen-induced liver injury, suggesting that the beneficial effects of etanercept are 
not specific to AOM-induced liver damage and that this drug may be useful in liver damage 
from various aetiologies. 
 
Innate and adaptive immune responses occur during acute liver injury and are 
accompanied by the secretion of large amounts of pro-inflammatory cytokines [25,26]. In 
the present study, we focused on plasma IL-6 and CD40L, two pro-inflammatory mediators 
implicated in the inflammatory cascade mediated by TNF-α, in order to evaluate the 
biological effects of TNF-α inhibition. Etanercept administration prevented the increases of 
IL-6 and CD40L in mice with AOM-induced ALF confirming that the protective effects of 
etanercept are the consequence of the peripheral inhibition of the biological action of TNF-
α. Importantly, previous studies have demonstrated the implication of these cytokines in the 
pathogenesis of ALF. Indeed, plasma IL-6 levels are significantly increased in patients with 
fulminant hepatitis and are indicative of a poor prognosis [27]. On the other hand, the dyad 
of the TNF family members CD40/CD40L is implicated in the inflammatory cascade that 
leads to ALF and induces the synthesis of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α and 
IL-6 [28]. In liver, increased expression of CD40L and its receptor CD40 constitute an 
early mechanism for liver cell damage in both human and murine fulminant hepatic failure 
[29] and a recent study has demonstrated that overexpression of hepatic CD40L in mice 
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induces ALF [30]. Moreover, serum levels of CD40L are higher in patients with fulminant 
hepatitis than in patients with acute hepatitis or controls and are associated with a poor 
prognosis [31].  
 
Interestingly, administration of etanercept 6 h after AOM treatment had no effect on 
the progression of HE, suggesting that the inflammatory cascade driven by TNF-α might 
already be too extensive at this stage to be reversed by etanercept. Indeed, although only a 
slight and non-significant increase in plasma TNF-α is observed 6 h after AOM 
administration, it is possible that the activation of Kupffer cells and the secondary 
recruitment of immune cells such as monocytes and neutrophils may already have led to an 
irreversible inflammatory response locally, accompanied by hepatocellular damage [32].  
 
Oxidative stress is a component of the innate inflammatory response that develops 
as a consequence of injury. Our unit has previously demonstrated that oxidative stress plays 
a key role in the physiopathology of ALF in mice resulting from AOM hepatotoxicity, and 
that the protective effects of mild hypothermia or N-acetylcysteine in this model is 
mediated by an attenuation of plasma levels of pro-inflammatory cytokines, and a reduction 
of both the depletion of liver glutathione stores and of the GSH/GSSG ratio [33,34]. 
Results of the present study also demonstrate that systemic sequestration of TNF-α by 
etanercept attenuates the oxidative stress response associated with inflammatory pathways 
by preventing the depletion of liver glutathione stores and attenuating the decrease in 
hepatic GSH/GSSG ratio. Maintenance of hepatic glutathione stores thus appears to be an 
important mechanism by which peripheral inhibition of TNF-α prevents further 
hepatocellular damage.  
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Acute liver failure is frequently associated with serious neurological complications 
including HE and cerebral herniation. For decades, a great deal of attention has been 
focused on ammonia as the main agent responsible for the central nervous system 
complications of ALF. However, ammonia-lowering strategies are of limited value in 
preventing the cerebral complications of ALF [35,36] and recent studies strongly suggest 
that inflammation acting alone or in concert with ammonia plays an important role in the 
pathogenesis of HE [5,37]. Results of the present study demonstrated that systemic 
administration of etanercept also attenuated the neuroinflammatory response associated 
with AOM-induced ALF, as shown by lower cerebral IL-6 levels, attenuated microglial 
activation and a preserved GSH/GSSG ratio. Moreover, analysis of cerebral cortex extracts 
from etanercept-treated ALF mice failed to show the presence of significant amount of 
etanercept in the brain, suggesting that the 150 kDa recombinant complex does not cross 
the blood-brain barrier (BBB) following AOM administration and that BBB integrity was 
maintained. These results suggest that the beneficial effects of etanercept on HE in AOM-
treated ALF mice are primarily mediated peripherally via an improvement of liver function. 
However, it cannot be excluded that etanercept is also acting indirectly by blocking the 
transduction of pro-inflammatory signalling to the brain. Immune-to-brain signalling can 
indeed occur via mechanisms such as i) entry of cytokines through brain regions lacking a 
functional BBB; ii) active cytokine transport at the BBB; iii) activation of brain endothelial 
cells resulting in release of second messengers into the brain; iv) signalling through afferent 
nerve fibres in the periphery; v) recruitment of activated immune cells into the brain 
parenchyma [38]. It is important to note that OX-42 is a marker of both activated microglia 
and macrophages, therefore it cannot be excluded that OX-42 positive cells may in part 
result from monocyte infiltration as shown in another model of liver damage [39]. 
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Moreover, there is evidence that systemic pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and 
TNF-α increase the permeability of cerebrovascular endothelial cells to ammonia [40] 
suggesting that beneficial effects of etanercept on neuroinflammation during ALF may also 
result from the prevention of an increase of BBB permeability to ammonia.  
 
In conclusion, the present study demonstrates that TNF-α plays a key role in the 
pathogenesis of ALF and HE following AOM-induced hepatotoxicity in the mouse. 
Systemically administrated etanercept delayed the onset and progression of HE by 
attenuating systemic inflammation and its deleterious consequences i.e hepatocellular 
damage, oxidative stress and neuroinflammation. These results suggest that etanercept has 
the potential to provide a promising therapeutic approach for the management of ALF in 
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 Acute liver failure (ALF) is frequently complicated by infection leading to 
precipitation of central nervous system (CNS) complications, such as hepatic 
encephalopathy (HE), and increased mortality. There is evidence to suggest that when 
infection occurs in ALF patients, the resulting pro-inflammatory mechanisms may be 
amplified and in turn have a major impact on BBB function. The aim of the present study 
was therefore to investigate the role of endotoxemia on the progression of CNS 
complications in relation to BBB permeability during ALF. 
Endotoxemia was induced by administration of lipopolysaccharide (LPS, 2 µg/kg, i.p.) to 
mice with ALF resulting from azoxymethane hepatotoxicity (AOM, 100 µg/g, i.p.). The 
effects of endotoxemia were investigated in relation to progression of HE, liver pathology, 
plasma ammonia and transaminases, peripheral and central pro-inflammatory cytokines and 
activity of cerebral matrix metalloproteinases. BBB permeability was assessed by 
measuring immunoglobulin G (IgG) extravasation and expression of BBB constitutive 
proteins. 
LPS enhanced liver damage and accelerated progression to coma stages of HE in ALF mice 
compared to saline-treated ALF mice. The LPS challenge in ALF resulted in synergistic 
increases in peripheral and cerebral pro-inflammatory cytokines as well as in MMP-9 
activity, which was accompanied by marked accumulation of IgG, consistent with a major 
increase of the BBB permeability. No changes in proteins constitutive of the BBB were 
observed in any of the treatment groups. These findings provide the first direct evidence 
that altered BBB permeability contributes to the pathogenesis of encephalopathy resulting 




 Acute liver failure (ALF) is a life-threatening condition resulting from the abrupt 
loss of hepatic function in a patient without chronic liver disease (1). ALF is associated 
with metabolic and immunological disturbances that in turn may lead within days to 
peripheral and central complications such as coagulopathy, multiorgan failure, hepatic 
encephalopathy (HE), and intracranial hypertension and brain herniation. Mortality rates 
are high and up to 50% of patients with ALF die from brain herniation, which is known to 
arise through complex mechanisms involving multiple factors (2).  
Ammonia plays a pivotal role in the pathogenesis of the central nervous system 
(CNS) complications of ALF (3). However, there is increasing evidence that other factors 
such as inflammation may also be involved in the course of ALF and its CNS 
complications. In favor of this, plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines such 
as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1β (IL-1β) 
are elevated both in ALF patients (4, 5) and in experimental models (6, 7). Moreover, TNF-
α levels are correlated with the severity of liver disease and poor prognosis in these patients 
(8-10), and prospective studies have demonstrated that the systemic inflammatory response 
syndrome (SIRS) is found in about 60% of ALF patients and is associated with a worsening 
of HE and a poor prognosis (11, 12). Moreover, ALF patients are susceptible to infection, 
which, taken together result in an increased risk of developing a SIRS (13, 14).  
The blood-brain barrier (BBB), which constitutes the interface between peripheral 
circulation and CNS, is formed by a monolayer of cerebrovascular endothelial cells that are 
closely sealed by tight junctions (TJ). These Tj are formed by various proteins such as the 
transmembrane occludin which is linked to the cytoplasmic scaffolding proteins zonula 
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occludens-1 and 2 (ZO-1 and ZO-2) (15). Together with astrocytes, pericytes and the basal 
lamina, the BBB maintains cerebral homeostasis by regulating the transport of molecules 
between the periphery and the brain. Electron microscopic studies demonstrate that BBB 
remains grossly intact in ALF patients, and it is generally accepted that there is no overt 
BBB breakdown in ALF (16-19). Nevertheless, the presence of subtle changes in BBB 
permeability as a result of altered TJ protein expression in ALF remains a matter of debate. 
In ALF mice resulting from azoxymethane (AOM) hepatotoxicity, contradictory results 
have been reported with regards to changes in the expression of TJ proteins and the 
presence of changes in BBB permeability (17, 20, 21). Interestingly, TNF-α was shown to 
downregulate occludin expression in ALF patients and mice with galactosamine-induced 
ALF (22). Moreover in experimental ALF, an upregulation in cerebral matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9) expression was associated with an increase in BBB 
permeability (23), and TJ degradation was correlated with MMP-9 activity (20, 21) which 
is known to be regulated by pro-inflammatory cytokines (24). These studies suggest that 
peripheral pro-inflammatory cytokines may alter BBB integrity by modifying TJ 
expression and BBB permeability. Thus, in the presence of infection, large increases in pro-
inflammatory signals, adding to those already present in ALF, may alter BBB function and 
contribute to the worsening of CNS complications observed in infected ALF patients. 
The aim of the present study was to investigate the underlying pathological 
mechanisms by which infection may precipitate HE and in particular, its effect on BBB 
function. Endotoxemia was induced by injection of a low dose of lipopolysaccharide (LPS) 
in a well-characterized model of AOM-induced ALF in mice. Progression of HE was 
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assessed using a standardized neurological test paradigm as a function of serum ammonia, 
liver function, markers of peripheral and central inflammation, and BBB permeability. 
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Material and methods 
Animals 
Adult male C57BL6 mice (20-30 g) (Charles River, Saint-Constant, QC, Canada) 
were maintained in a 12 h light/dark cycle, and supplied with standard laboratory chow and 
water ad libitum. All animals were free of infection at the onset of the experiment. All 
procedures were carried out in accordance to the Guidelines of the Canadian Council of 
Animal Care and protocols were approved by the Animal Research Committee at Saint-Luc 
Hospital (CHUM). 
 
Animal treatments and experimental design 
ALF was induced by injection of AOM (100 µg/g; i.p.) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
CO, USA) dissolved in 100 µl saline as previously described (25). In order to mimic 
infection, mice received a single dose of LPS (2 µg/kg; i.p.) (Escherichia coli 0111:B4; 
Sigma-Aldrich), dissolved in 100 µl saline 1 h after AOM injection. Five groups were 
constituted namely (1) Saline-treated normal mice  (Control), (2) LPS-treated normal mice 
(LPS), (3) Saline-treated ALF mice (ALF-8h), (4) LPS-treated ALF mice at coma stages of 
HE (ALF+LPS), and (5) Saline-treated ALF mice at coma stages of HE (ALF-Coma). 
Saline, LPS and ALF-8h mice were pair-sacrificed when ALF+LPS mice reached coma 
stage of encephalopathy, which occurred on average 8.3 h following AOM administration 
(Fig. 1). LPS doses in the µg/kg range were chosen to induce non-lethal endotoxemia, as 
much higher doses (in the range of 1-25 mg/kg) are known to mimick sepsis in mice 
resulting in death of approximately half of animals (26). Following AOM injection, body 
temperature was carefully monitored with a rectal probe and rigorously maintained in the 
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range of 36.5-37.5ºC using heating pads and lamps. Glycemia was monitored and kept at 5-
7 mM by subcutaneous injections of 10% dextrose. Time to coma was determined by time 
to loss of corneal reflex. After anesthesia with a ketamine/xylazine cocktail (50 and 9 
mg/kg, respectively; i.p.), plasma samples were immediately collected from the heart into 
heparinized tubes, centrifuged (10 min, 12 000 g) and kept at -70 ºC. Mice were then 
transcardially perfused with saline. Brains were rapidly removed, flash frozen and kept at -
70ºC until use whereas livers were fixed overnight by immersion in 10% buffered formalin.  
 
 
Figure 1. Experimental design. Schematic representation of the procedures and 
timeline followed for each group of the study. Mice from Control, LPS and ALF-8h 
groups were sacrificed along with ALF+LPS mice, when ALF+LPS mice reached coma 
stages of hepatic encephalopathy on average 8.3 ± 0.5 h following AOM injection. ALF-
Coma mice were sacrificed at coma stages of HE, which occurs 16.4 ± 0.4 h following 






Histological assessment of liver damage 
Paraffin-embedded specimens were prepared and sections (6 µm) were mounted on 
Superfrost plus microscope slides (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA). HPS 
(hematoxylin-phloxin-saffron) staining was performed according to a standard protocol and 




Plasma samples were diluted 10-fold in saline and alanine aminotransferase (ALT) 
and aspartate aminotransferase (AST) activities were assayed with an automated analyzer. 
Ammonia levels in plasma were determined using a commercial ammonia assay kit 
(Sigma-Aldrich) Samples were diluted 40-fold in assay diluent and absorbance was read at 
340 nm. 
  
Plasma IL-6, IL-1β and TNF-α measurements  
Pro-inflammatory cytokine levels were measured in plasma using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) kits specific for mouse IL-6 (eBioscience, San Diego, CA, 
USA), IL-β and TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Detection limits were 4 
pg/mL, 3 pg/mL and 5.1 pg/mL respectively. For plasma IL-1β and TNF-α assays, samples 
were diluted 20-fold and 5-fold respectively in calibrator diluent and incubated 2 h at room 
temperature. For plasma IL-6 measurements, samples were diluted 17-fold in assay diluent 
and incubated overnight at 4ºC. For IL-6 measurements in brain, cerebral cortex was 
homogenized in 50 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 7.5), which contained a protease inhibitor 
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cocktail (Sigma-Aldrich) and centrifuged at 12 000 g for 45 min. Cytosolic fractions were 
then diluted 5-fold in assay diluent and incubated overnight at 4ºC. The plates were read at 
450 nm and values at 570 nm were subtracted. Absorbance was converted to pg/ml using 
respective standard curves prepared with recombinant cytokines. 
 
Western blot analysis 
Samples of frontal cortex were homogenized in ice-cold buffer (50 mM Tris pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.5% NaDOC) containing a 
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) and centrifuged at 12 000 g for 45 min. Proteins 
(10-30 µg) were resolved on 8% denaturing SDS-polyacrylamide gels and transferred for 1 
h to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad Laboratories). The membranes 
were probed for 1 h with antibodies directed against ZO-1 (rabbit, 1/1000, #61-7300, 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ZO-2 (rabbit, 1/1000, #38-9100, Invitrogen), occludin 
(rabbit, 1/1000, #71-1500, Invitrogen) and β-actin (mouse, 1/25 000, #A3853, Sigma-
Aldrich), then incubated for 1 h with respective horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibodies (1/10 000, Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA, USA). After 
extensive washing, peroxidase activity was detected by enhanced chemiluminescence (GE, 
Arlington Heights, IL, USA). The intensity of the bands was measured by densitometry 
using Quantity One software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).  
 
IgG extravasation 
IgG extravasation was performed as previously described, with modifications (27). 
Briefly, 20 µg of protein from samples of frontal cortex were solubilized in Laemmli 
buffer, boiled for 5 min then resolved on 8% denaturing SDS–PAGE and transferred 1 h to 
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PVDF membranes. Membranes were incubated for 1 h with an anti-mouse horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibody (1/3000, Perkin-Elmer Life Sciences). 
Peroxidase activity was then detected by enhanced chemiluminescence (Amersham). 
Intensity of the bands was measured by densitometry using Quantity One software (Bio-
Rad Laboratories).  
 
SDS–PAGE gelatin zymography 
Gelatin zymography was performed as previously described, with modifications 
(27). Twenty µg of protein fraction were electrophoresed onto 10% non-denaturing SDS–
PAGE containing 1 mg/mL of gelatin (Bio-Rad Laboratories). Mixtures (1.5 ng) of 
recombinant MMP-9 and MMP-2 (US Biological, Cleveland, OH, USA) were used as 
standards. The gels were processed, incubated in 2.5% Triton X-100 for 1 h, incubated in a 
zymogen buffer (50 mM Tris–HCl, pH 7.4, 5 mM CaCl2, 200 mM NaCl, 0.02% Brij.35) at 
37ºC for 40 h, stained with 0.5% Coomassie Blue R-250 for 3 h, and destained with three 
changes of 30% methanol, 10% acetic acid (for 15, 30, and 60 min). Gels were scanned and 
the bands were quantified using Quantity One Software (Bio-Rad Laboratories). Gelatinase 
activity appears as a clear band against a blue background. 
 
Statistical analysis 
All data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analyses were performed 
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc analysis. p 
value < 0.05 was considered to indicate a significant difference. Data were analyzed by 







LPS precipitates HE in ALF mice 
Following AOM administration, all mice developed HE progressing from lethargy 
and ataxia to loss of righting and corneal reflexes (coma stage). ALF-Coma mice became 
comatose 16.4 ± 0.4 h following AOM injection. LPS administration in ALF mice 
accelerated the progression of encephalopathy and onset of coma, occurring 8.3 ± 0.5 h 








Figure 2. LPS precipitates the onset of coma stages of HE.  Time to coma (loss of 
corneal reflexes) in ALF mice treated with LPS (ALF+LPS) or saline (ALF) 1 h after AOM 
injection. Data represent mean ± SEM of n = 6 in each group. 
 
LPS treatment worsens hepatic damage following AOM administration 
 AOM administration rapidly induced diffuse necrosis affecting primarily 
centrilobular and mediolobular regions in ALF-8h mice (Fig. 3C), which expanded at coma 
stages of HE to massive hemorrhagic necrosis and apoptosis with scarce neutrophil 
infiltration in ALF-Coma mice (Fig. 3D). In contrast, ALF+LPS mice displayed peliosis 
and increased neutrophil infiltration in addition to the massive hemorrhagic necrosis and 
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apoptosis found in ALF-Coma mice (Fig. 3E and 3F). LPS treatment alone induced 
hepatocyte ballooning (Fig. 3B). Both plasma transaminase activities and ammonia levels 
were significantly increased at the onset of coma in ALF+LPS mice. Compared to control 
mice, AST activity was increased 9.2-fold (p < 0.001) in ALF+LPS mice, whereas ALT 
activity was increased 29.5-fold (p < 0.001) (Table 1). Plasma ammonia levels were 
increased 2.8-fold (p < 0.001) in ALF+LPS mice compared to control mice (Table 1). No 
changes were observed in transaminase activities or in ammonia levels in LPS mice or in 
ALF-8h mice. Compared to control mice, AST and ALT activities were respectively 
increased 13.2-fold (4086 ± 484; p < 0.001) and 42.2-fold (4057 ± 2176; p < 0.001) in 
ALF-Coma mice, whereas plasma levels of ammonia were increased 4.1-fold (535.1 ± 
63.0; p < 0.001). Plasma levels of AST, ALT and ammonia in ALF-Coma mice were not 
significantly different to those from ALF+LPS mice. 
 
 Control LPS ALF-8h ALF+LPS 
AST (U/L) 310 ± 46 860 ± 180 1193 ± 299 2843 ± 422* 
ALT (U/L) 96 ± 23 215 ± 87 535 ± 351 2842 ± 511* 
Ammonia (µM) 131.8 ± 26.3 118.0 ± 11.3 144.9 ± 24.7 370.2 ± 53.0* 
 
Table 1. LPS increases plasma transaminases activities and ammonia levels in ALF 
mice. Data represent mean ± SEM of n = 10 in each group. *p < 0.01 vs. all groups. Mice 
from Control, LPS and ALF-8h groups were sacrificed along with ALF+LPS mice, when 
ALF+LPS mice reached coma stages of HE on average 8.3 ± 0.5 h following AOM 
injection. ALF-Coma mice were sacrificed at coma stages of HE, which occurs 16.4 ± 0.4 h 






















Figure 3. LPS worsens the hepatic pathology in ALF mice. Representative liver sections 
from (A) Control mice, (B) LPS mice, (C) ALF-8h mice, (D) ALF-Coma mice, and (E and 
F) ALF+LPS mice. Mice from Control, LPS and ALF-8h groups were sacrificed along with 
ALF+LPS mice, when ALF+LPS mice reached coma stages of HE, on average 8.3 ± 0.5 h 
following AOM injection. ALF-Coma mice were sacrificed at coma stages of HE, which 
occurs 16.4 ± 0.4 h following AOM injection. ALF-8h mice show early centrolobular 
necrosis (C) that progress into extensive hemorrhagic liver necrosis at coma stages in ALF-
Coma mice (D). LPS challenge during ALF results in extensive coagulative liver necrosis 
with peliosis and increased neutrophil infiltration in comatose ALF+LPS mice (E and F). 
Black arrow shows neutrophil infiltration. Arrow heads indicate areas of apoptosis. 
Representative pictures from n = 5 in each group. Scale bar : 50 µm. 
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LPS treatment results in further increases in plasma pro-inflammatory cytokines in 
ALF mice 
 Compared to control mice, significant increases in TNF-α levels were observed in 
ALF-8h mice (3.6-fold; p < 0.05), in ALF+LPS mice (7.1-fold; p < 0.001) and in ALF-
Coma mice (3.7-fold; p < 0.05) (Fig. 4A). Interestingly, TNF-α levels in ALF+LPS mice 
were 2-fold higher than those observed in ALF-8h mice and in ALF-Coma mice (p < 0.01) 
(Fig. 4A). Similarly, IL-6 levels were significantly increased in ALF-8h mice (153.5-fold; p 
< 0.05), in ALF+LPS mice (332.0-fold; p < 0.001) and in ALF-Coma mice (149.6-fold; p < 
0.05) compared to control mice (Fig. 4B). IL-6 levels were significantly higher in 
ALF+LPS compared to ALF-8h mice (2.2-fold; p < 0.01) and to ALF-Coma mice (2.2-
fold; p < 0.01) (Fig. 4B). IL-1β levels were significantly increased in ALF+LPS mice 
compared to control mice (48.9-fold; p < 0.001) (Fig. 4C). LPS alone did not significantly 



































Figure 4. Circulating pro-inflammatory cytokines are further increased at coma 
stages of HE in LPS-treated ALF mice. Plasma TNF-α (A), IL-6 (B) and IL-1β (C) were 
quantified by ELISA. Data represent mean ± SEM of n = 8 in each group. * p < 0.05 vs. 
Control; ** p < 0.001 vs. Control; ¥ p < 0.001 vs. all other groups; † p < 0.05; †† p < 0.01. 
 : Mice from Control, LPS and ALF-8h groups are sacrificed along with ALF+LPS 
mice, when ALF+LPS mice reached coma stages of HE on average 8.3 ± 0.5 h following 
AOM injection.  : ALF-Coma mice are sacrificed at coma stages of HE, which occurs 
16.4 ± 0.4 h following AOM injection.  
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LPS treatment results in a further increase of MMP-9 activity in AOM-induced ALF 
mice 
 No changes of protein expression were observed for ZO-1, ZO-2 or occludin in 
either group (data not shown). Gelatin zymography analysis showed increased activity of 
brain MMP-9 in ALF-8h mice (5.7-fold; p < 0.05), in ALF+LPS mice (11.3-fold; p < 
0.001), and in ALF-Coma mice (6.9-fold; p < 0.01) compared to control mice (Fig. 5). 
MMP-9 activity in brain of ALF+LPS mice was significantly higher than that in the brains 
of ALF-8h mice (2-fold; p < 0.01) and of ALF-Coma mice (1.7-fold; p < 0.05). LPS 
treatment alone had no effect on brain MMP-9 activity. No changes in MMP-2 activity 






























Figure 5. ALF mice challenged with LPS display a further increase of MMP-9 activity 
compared to ALF mice. Activity of matrix metalloproteinases 9 (MMP-9) and 2 (MMP-2) 
was quantified by zymography and expressed as a percentage of control. Data represent 
mean ± SEM of n = 8 in each group. * p < 0.05 vs. Control; ** p < 0.01 vs. Control; *** p 
< 0.001 vs. Control; † p < 0.05; †† p < 0.01.  : Mice from Control, LPS and ALF-8h 
groups are sacrificed along with ALF+LPS mice, when ALF+LPS mice reached coma 
stages of HE on average 8.3 ± 0.5 h following AOM injection.  : ALF-Coma mice are 
sacrificed at coma stages of HE, which occurs 16.4 ± 0.4 h following AOM injection. 
 
 
LPS treatment results in IgG extravasation in brain of AOM-induced ALF mice 
  A significant increase in brain IgG extravasation was observed in ALF+LPS mice 
compared to control mice (16.0-fold; p < 0.01) (Fig. 6). No significant IgG extravasation 

















Figure 6. LPS challenge results in IgG extravasation in brain of ALF mice at coma 
stages of encephalopathy. IgG extravasation (light chain) was quantified by western blot 
analysis, normalized versus β-actin and expressed as a percentage of control. Data represent 
mean ± SEM of n = 10 in each group. * p < 0.01 vs. all groups.  : Mice from Control, 
LPS and ALF-8h groups are sacrificed along with ALF+LPS mice, when ALF+LPS mice 
reached coma stages of HE on average 8.3 ± 0.5 h following AOM injection.  : ALF-








LPS treatment results in a further increase in IL-6 levels in brain of AOM-induced 
ALF mice 
 Compared to control mice, ALF led to a significant increase of brain IL-6 levels in 
ALF+LPS mice (2.2-fold; p < 0.001) and in ALF-Coma mice (1.7-fold; p < 0.01) (Fig 7). 
Cerebral IL-6 levels in ALF+LPS mice were significantly higher than those in ALF-8h 
mice (1.4-fold; p < 0.05) and in ALF-Coma mice (1.3-fold; p < 0.05). LPS treatment alone 













Figure 7. LPS challenge in ALF mice results in a further increase of cerebral IL-6 
levels compared to ALF mice. Cerebral IL-6 levels were quantified by ELISA. Data 
represent mean ± SEM of n = 5 in each group. * p < 0.01 vs. Control; ** p < 0.001 vs. 
Control; † p < 0.05.  : Mice from Control, LPS and ALF-8h groups are sacrificed along 
with ALF+LPS mice, when ALF+LPS mice reached coma stages of HE on average 8.3 ± 
0.5 h following AOM injection.  : ALF-Coma mice are sacrificed at coma stages of 






The activation of systemic immune responses, including SIRS, plays a pivotal 
role in the pathogenesis and outcome of ALF. SIRS is the clinical manifestation of an 
uncontrolled generalized inflammatory response that may have either a noninfectious or an 
infectious cause, the latter being referred to as sepsis (28). Large clinical studies have 
demonstrated that SIRS is associated with an increasing grade of HE and a poor outcome in 
ALF patients (11, 12). Moreover, between 50% and 90% of ALF patients develop 
infections, which may increase the risk of developing a SIRS and subsequent worsening of 
HE (11, 14). Importantly, both Gram-negative and Gram-positive bacteria may result in a 
similar degree of SIRS (11). LPS endotoxin, which is the major component of the outer 
membrane of Gram-negative bacteria, was therefore used in the present study to induce 
endotoxemia in the well-characterized AOM-induced ALF model in mice. The dose of LPS 
selected in the present study was at least 500-fold lower than that used in murine models of 
sepsis (26), and no death or obvious signs of sepsis were observed following administration 
of LPS alone. However, in ALF mice, LPS accelerated the appearance of hepatic damage 
and precipitated the progression of HE and onset of coma stages. Indeed, coma stages of 
HE appeared significantly earlier in ALF+LPS mice (8.3 ± 0.5 h following AOM 
administration), and were accompanied by hepatic hemorrhagic necrosis and apoptosis, as 
well as elevations in plasma levels of ammonia and transaminases comparable to those 
observed at coma stages of HE in ALF-Coma mice (16.4 ± 0.4 h following AOM 
administration). In addition, unlike ALF-Coma mice, ALF+LPS mice displayed peliosis as 
a result of severe liver necrosis, as well as increased neutrophil infiltration, which is 
characteristic of a superinfection, attributable to LPS. LPS treatment alone induced 
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hepatocyte ballooning with no signs of necrosis or increases of ammonia or transaminase 
levels. Taken together, these results suggest that endotoxemia in ALF mice, worsens 
hepatic pathology and the recruitment of immune cells that may, in turn, lead to further 
hepatocellular damage.  
 
The immune response associated with ALF (29) and SIRS (30) is accompanied by 
the secretion of large amounts of pro-inflammatory cytokines by innate immune cells such 
as macrophages and monocytes. Levels of circulating pro-inflammatory cytokines such as 
TNF-α, IL-6 and IL-1β are increased both in patients with ALF (4, 10) and in animal 
models (6, 31, 32). Furthermore, TNF-α levels are strongly correlated with the severity of 
ALF and poor prognosis (8, 9). Results of the present study demonstrate that plasma TNF-
α and IL-6 levels were elevated 8 h after AOM administration and remained elevated at 
coma stages of HE. These observations confirms those of a previous study which 
demonstrated that TNF-α and IL-6 levels were increased early following AOM-induced 
ALF but do not correlate with the onset of coma stages (32). This suggests that these 
inflammatory mediators may play a role in concert with other factors such as ammonia, the 
concentration of which reached statistical significance only at coma stages of HE. LPS 
challenge during ALF resulted in a further increase of these cytokines, whereas LPS alone 
had no effect on the levels of these cytokines, demonstrating on the one hand, that the dose 
of LPS is below the threshold that induces secretion of detectable levels of these pro-
inflammatory cytokines, and suggesting on the other, a synergism between ALF-induced 
and LPS-induced inflammatory mechanisms. Interestingly, plasma levels of IL-1β were 
only increased at coma stages of HE in ALF+LPS mice, suggesting that this cytokine may 
selectively play a role in this synergistic effect. 
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The CNS complications of ALF have been shown to involve neuroinflammatory 
mechanisms (33). Previous studies have indeed demonstrated microglial activation and 
cerebral production of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1β and IL-6 in ALF 
patients (5) and in animal models of ALF (6, 32). Results of the present study confirm and 
extend these findings by demonstrating that accumulation of IL-6 in brain at coma stages of 
HE in ALF mice was further increased by systemic administration of LPS. LPS alone had 
no effect on the cerebral production of IL-6, again suggesting a synergistic effect between 
ALF-induced and LPS-induced inflammatory mechanisms. Interestingly, cerebral IL-6 
levels were correlated with circulating levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-α and 
IL-6, pointing to a close relationship between systemic and central inflammation in the 
context of ALF. 
 
 Potential disturbances in BBB permeability during ALF have long been a matter of 
debate. Recent studies have demonstrated a loss in expression of ZO-2, which was 
correlated with increased permeability of the BBB to fluorescein in AOM-induced ALF 
(34), while a selective loss of occludin has been reported in both ALF patients and mice 
with galactosamine-induced ALF (22). Moreover, a role of MMPs in the 
pathophysiological mechanisms leading to increased BBB permeability during ALF has 
recently been proposed (20). MMP-2 and MMP-9 are zinc-dependent endopeptidases that 
are secreted by various cell types such as monocytes and macrophages, as well as by most 
neural cell types including neurons, endothelial cells, and reactive astrocytes and microglia 
(35). MMP-2 and MMP-9 act extracellularly by digesting components of the basal lamina 
around capillaries (36), and have been shown to increase BBB permeability as a part of the 
neuroinflammatory mechanisms involved in multiple sclerosis and bacterial meningitis 
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(37). In mice with AOM-induced ALF, it has been reported that circulating levels of MMP-
9 were increased as a result of its release by the necrotic liver, and that this was correlated 
with increases in BBB permeability and brain edema (20), possibly as a result of 
degradation of the TJ proteins occludin and claudin-5 by MMP-9 (21). Increases in plasma 
MMP-9 were later confirmed in patients with ALF; however, there was no correlation 
between MMP-9 levels and intracranial hypertension (19). The causal relationship between 
increased circulating MMP-9 and alterations in BBB permeability thus remains 
controversial, especially given that MMPs are large molecules that are unlikely to cross the 
BBB in order to exert their protease activity inside the brain (19, 20). Moreover, the vast 
majority of data available indicates that the BBB remains grossly intact in ALF (16, 17). 
However, this does not exclude the possibility that MMPs released within the brain may 
contribute to changes in BBB permeability in certain conditions. Because certain MMPs 
such as MMP-9 are activated by pro-inflammatory stimuli (24), we investigated the 
potential role of MMPs in the precipitating effects of LPS in ALF mice. Results of the 
present study demonstrate that activity of cerebral MMP-9 is increased early in ALF-8h 
mice and is maintained in ALF-Coma mice, suggesting that neuroinflammation that occurs 
in ALF may indeed lead to activation of cerebral MMP-9. Activity of cerebral MMP-9 was 
further increased in ALF+LPS mice, and was accompanied by an accumulation of IgG in 
the brains of these mice, consistent with a major increase of the BBB permeability and 
pointing to synergistic neuroinflammatory mechanisms. In contrast, no significant 
accumulation of IgG was observed in the brains of ALF-8h mice or ALF-Coma mice, 
consistent with the notion that the BBB remains intact in ALF. Furthermore, no changes in 
constitutive proteins of the BBB were demonstrated in either group, confirming, on the one 
hand, previous neurological studies (16, 17) and suggesting, on the other, that BBB 
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disruption in ALF+LPS did not involve TJ digestion. Other mechanisms, such as the 
degradation of the basal lamina by MMP-9, might participate in the increase in BBB 
permeability observed in ALF+LPS mice. Interestingly, cerebral MMP-9 activity was 
specifically induced, the expression and activation of which, unlike MMP-2, is known to be 
modulated by inflammatory stimuli such as TNF-α and IL-1β (38, 39) which are also 
involved in the CNS complications of ALF (5-7, 40).  
 
 Taken together, these results suggest that the onset of coma stages of HE involves 
different pathophysiological mechanisms depending if ALF is complicated or not by 
endotoxemia. In non-endotoxemic ALF, onset of coma stages was not associated with overt 
BBB breakdown, consistent with previous studies both in ALF patients (16, 41) and in 
experimental ALF (17, 18, 42). Moreover, despite conflicting reports on TJ expression in 
experimental ALF (21, 22, 34), our results showing unchanged TJ proteins and the absence 
of IgG extravasation in AOM-induced ALF in the absence of LPS treatment are consistent 
with our previous findings (17). The reason for the abovementioned inconsistencies remain 
to be elucidated but differences in technical approaches and disparities in animal models 
may be involved, as discussed in detail elsewhere (17). In contrast, our findings in 
endotoxemic ALF demonstrate systemic and cerebral inflammatory mechanisms that were 
synergistically increased upon LPS treatment and associated with a worsening of liver 
disease. Moreover, an important increase in cerebral MMP-9 activity, which was 
accompanied by extravasation of the endogen IgG, indicates a large increase of the BBB 
permeability specifically in this group. 
 
In conclusion, findings of the present study confirm the clinical observation that 
infection during ALF leads to the worsening of HE (11, 14) and provide, for the first time, 
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direct evidence that endotoxemia leads to a major increase of the BBB permeability in the 
context of ALF. Therefore, prompt and effective treatment of infection may have the 
potential to prevent the increase of BBB permeability and, thus, avert or delay the serious 
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 Advances in molecular and imaging techniques have ushered in an era of renewed 
interest in blood-brain barrier (BBB) permeability in a wide range of clinical disorders. 
Using these techniques, two studies recently assessed BBB structure and permeability in 
well-characterized models of acute liver failure (ALF) resulting from either hepatic 
devascularization in the rat (Sawara et al., 2009) or azoxymethane-induced toxic liver 
injury  in the mouse (Shimojima et al., 2008). In the latter study, expression of the tight 
junction (TJ) proteins occludin, zona occludens ZO-1 and ZO-2 and claudin-5 were studied. 
A selective loss of ZO-2 was found to precede the onset of encephalopathy (coma) and 
increased permeability of the BBB to fluorescein. Relationship of the loss of ZO-2 
expression to the presence of brain edema was unclear since brain water measurements 
were not made in this study. ZO-2 is a TJ scaffolding protein that is intimately involved in 
BBB integrity, serving as part of the support structure for signal transduction proteins at the 
BBB, and the primary cytoskeletal protein, actin, has binding sites for all the ZO family of 
proteins including ZO-2 (Huber et al., 2001). This finding of a loss of a key structural 
protein, coupled with the observation of extravasation of fluorescein in the ALF animals in 
the Shimojima et al. (2008) study led the authors to conclude that their findings represented 
the first direct evidence of vasogenic brain edema in experimental ALF (Nguyen, 2009). 
Subsequently, Sawara et al. (2009) interpreted these findings as “physical breakdown of the 
BBB”. Whether or not loss of a structural protein (ZO-2) and extravasation of fluorescein 
constitutes a physical breakdown of the barrier remains a matter of debate (Nguyen et al., 
2006) and, to some extent, semantics. Shimojima et al. (2008) did not measure permeability 
of the BBB to larger molecules, so the issue of structural breakdown (or not) was not 
assessed at that time.  
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 In order to further address this issue, a series of studies were undertaken in the 
azoxymethane mouse model of ALF to measure expression of occludin, ZO-1 and ZO-2 in 
relation to the presence of brain edema and BBB permeability. Fifteen-week-old male (30-
40g) wild-type C57BL/6J mice received a single intraperitoneal injection of azoxymethane 
(AOM) (100 µg/g; Sigma-Aldrich, St-Louis, CO) dissolved in 100 µl saline as previously 
described (Bélanger et al., 2006a). Control animals received an equivalent volume of saline. 
Following administration of AOM, body temperature was  rigorously maintained at 37 ± 
0.5°C by means of heating pads and lamps. Blood glucose concentrations were maintained 
by means of subcutaneous injection of a sterile 10% dextrose solution. All animals were 
free of infection at the onset of the experiments. When coma/edema stages of 
encephalopathy were reached, animals were sacrificed and brains were rapidly removed, 
flash frozen in isopentane and stored at -70°C. Brain water content was measured 
gravimetrically as previously described (Bélanger et al., 2006a). BBB permeability was 
measured by immunoglobulin G (IgG) extravasation and expression of occludin, ZO-1 and 
















































Figure 1. A) Water content of cerebral cortex in AOM-treated mice (ALF) or vehicle-
treated controls; (*p < 0.01 vs. Control by Student's t-test). B) Lack of IgG extravasation in 
AOM-treated mice (ALF) and saline-treated controls. Data represent mean ± S.E.M. of n = 











































Figure 2. A) Representative western blots of ZO-1, ZO-2 and occludin in the frontal cortex 
of AOM-treated mice (ALF) compared to vehicle-treated controls. B) Quantification of the 
data shown in panel A. Data were normalized to β-actin expression and represent mean ± 











 As can be clearly seen from Figures 1 and 2, edematous stages of encephalopathy 
(coma) in mice with azoxymethane-induced liver injury were not associated with 
alterations in expression of the TJ proteins occludin ZO-1 or ZO-2 or with altered 
permeability in the BBB to IgG, consistent with no structural breakdown of the BBB. 
These findings confirm and extend those of other studies in ALF animals with toxic liver 
injury resulting from galactosamine (Traber et al., 1987) and in our study in rats with 
ischemic liver failure (Sawara et al., 2009). Their findings of extravasation of fluorescein 
under the experimental ALF conditions reported by Shimojima et al. (2008) led the authors 
to conclude that the BBB permeability to water would be increased (Nguyen, 2009). 
However, no direct measurements were made to assess this issue. It should be noted that 
the passage of water is mediated by water channels such as aquaporin IV and the glucose 
transporter (GLUT-1) and that increases in expression of these proteins has been reported 
in ALF (Rama Rao et al., 2003; Bélanger et al., 2006b). Moreover, in an elegant recent 
study by Chavarria et al. (2009) using the technique of Diffusion Tensor Imaging to assess 
the intra or extracellular distribution of brain water in the devascularized rat model of ALF, 
BBB permeability assessed from the transfer constant of 14C-labelled sucrose was found to 
be unaltered and concomitant decreases of the apparent diffusion coefficient in these 
animals led the investigators to conclude that edema was primarily cytotoxic in nature in 
these animals. 
 The reason for the lack of agreement on effects of azoxymethane-induced ALF on 
TJ integrity and BBB permeability between the present study and that of Shimojima et al. 
(2008) could result from differences in body temperature of the animals. A careful 
inspection of the experimental details in the study of Shimojima et al. (2008) reveals that, 
while attempts were made to control body temperature in their animals, those attempts were 
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unsuccessful and the animals became moderately hypothermic (34.2°C). Consequently, the 
time to coma was significantly longer (26.3 h compared to previously published times of 
12-16 h) (Bélanger et al., 2006a). Using the 37°C temperature-maintained paradigm, 
azoxymethane-treated mice manifest extensive microvesicular steatosis with foci of 
necrosis but azoxymethane-treated mice allowed to become hypothermic (35°C) have more 
moderate liver damage upon pathologic evaluation and significantly lower levels of blood 
transaminases (Bélanger et al., 2006a). Inadequate control of body temperature has been 
brought to the attention of the research community working on ALF mechanisms by 
Vaquero et al. (2006) who concluded that variations of body temperature could explain the 
low reproducibility and discordant results frequently reported in ALF models. The authors 
went on to suggest that given the multitude of temperature-sensitive hepatic and cerebral 
processes, studies of ALF models in which body temperature was not rigorously controlled 
should be interpreted with caution. Differences in body temperature offer a cogent 
explanation for the discordance between the findings of Shimojima et al. (2008) and those 
of the present study.  
 Findings of an effect of hypothermia on changes of hepatic and cerebral function are 
features not only of azoxymethane-induced ALF, but extend to ALF of other etiologies. For 
example, hypothermia is hepatoprotective in animal models of acetaminophen-induced 
ALF (Vaquero et al., 2007) and hypothermia prevents intracranial hypertension in patients 
with ALF primarily caused by acetaminophen overdose (Jalan et al., 1999). In the report by 
Sawara et al. (2009) significant decreases of occludin gene expression in the brains of rats 
with ALF due to hepatic devascularization were reported. However, mild hypothermia 
(35°C) sufficient to prevent encephalopathy and brain edema in these animals had no effect 
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on decreased brain occludin expression, suggesting that these changes of TJ expression 
were not implicated in the pathogenesis of brain edema in this model of ALF.  
 
 In summary, a review of the literature together with the findings of the studies of 
Shimojima et al. (2008) and current correspondance leads us to conclude that: 
 
(1) There is little (if any) evidence to suggest that the BBB becomes permeable 
 to large molecules in ALF. Whether or not the BBB is permeable to small 
 molecules such as ammonia or water in ALF and, if so, whether such changes result 
 from changes in transport via appropriate channels or from increased extravasation 
 remains to be established. 
(2) Maintenance of body temperature is essential for the study of basic 
 pathophysiologic mechanisms responsible for hepatic damage or neurological 
 consequences of ALF. 
(3) Although discrete changes in expression of genes coding for proteins 
 involved in the neurovascular unit (including TJ proteins) have been reported, the 
 role of these changes in the pathogenesis of brain edema in ALF is unclear. 
(4) Based upon studies in both ALF patients and experimental animal models of 
 ALF of multiple etiologies, brain edema in ALF is predominantly cytotoxic in 
 nature. 
              Chantal Bémeur 
        Anne Chastre 
Paul Desjardins  
            Roger F. Butterworth 
     
    Neuroscience Research Unit, Hôpital Saint-Luc (CHUM)  
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 There is evidence to suggest that, in acute liver failure (ALF), brain ammonia and 
proinflammatory cytokines may act synergistically to cause brain edema and its 
complications (intracranial hypertension, brain herniation). However, the molecular 
mechanisms involved remain to be established. In order to start to address this issue, semi-
quantitative RT-PCR was used to measure the expression of genes coding for astrocytic 
proteins with an established role in cell volume regulation in cerebral cortical astrocytes 
exposed to toxic agents previously identified in experimental and clinical ALF. Such agents 
include ammonia, the proinflammatory cytokine interleukin-1beta (IL-1β) and 
combinations of the two. Exposure to cultured astrocytes to recombinant IL-1β (but not 
ammonia) resulted in increased expression of aquaporin-4 (AQP-4). Both ammonia and 
proinflammatory mediators led to decreased expression of glial fibrillary acidic protein 
(GFAP), a cytoskeletal protein, but these effects were not additive. On the other hand, heme 
oxygenase-1 (HO-1) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression were 
significantly increased by exposure to both ammonia and proinflammatory mediators and 
although modest, these effects were additive suggestive of a synergistic mechanism. These 
findings suggest that worsening of brain edema and its complications in ALF due to 
proinflammatory mechanisms may result from exacerbation of oxidative stress-related 
mechanisms rather than upregulation of AQP-4 or decreases in expression of the astrocytic 






 Hyperammonemia is a consistent finding in experimental animal models of acute 
liver failure (ALF) (Mans et al., 1979; Swain et al., 1992a,b) and a significant positive 
correlation has been reported between arterial ammonia concentrations and the appearance 
of brainstem herniation in patients with ALF (Clemmesen et al., 1999). Brain ammonia 
may reach concentrations as high as 5 mM in experimental ALF (Swain et al., 1992a,b) and 
studies in cultured cortical astrocytes have consistently shown that low milimolar 
concentrations of ammonia lead to significant cell swelling (Norenberg et al., 2005).  
 
However, it is becoming increasingly evident that ammonia neurotoxicity is not the 
only pathophysiologic process with the potential to adversely affect cerebral function in 
ALF. In particular, there is evidence that infection and inflammation also play a significant 
role. For exemple, development of infection in patients with ALF is associated with a more 
rapid progression of hepatic encephalopathy and cerebral edema (Vaquero et al., 2003) and 
large clinical studies have convincingly shown a higher incidence of infection together with 
the “systemic inflammatory response syndrome” (SIRS) in ALF patients (Rolando et al., 
2000). SIRS is a response to the presence of proinflammatory cytokines such as the 
interleukins IL-1 and IL-6 and Tumor Necrosis Factor (TNFα) and increased circulating 
levels of cytokines have been reported in ALF patients (Nagaki et al., 2000). Cytokines are 
also formed and released by the necrotic liver.  
 
There is evidence to suggest that, in ALF, brain ammonia and proinflammatory 
cytokines act synergistically to cause brain edema and its complications (intracranial 
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hypertension, brain herniation) (Blei, 2004). The aims of the present study were to 
investigate expression of various genes involved in oxidative/nitrosative stress such as 
heme oxygenase-1 (HO-1), the inducible (iNOS) isoform of nitric oxide synthase, as well 
as expression of genes involved in cell volume regulation such as the water channel protein 
aquaporin-4 (AQP-4) and the cytoskeletal protein glial acidic fibrillary protein (GFAP) in 
cultured cortical astrocytes exposed to ammonia and/or recombinant interleukin-1beta (IL-
1β). The rationale for the choice of IL-1β was based upon consistent reports of a increase 





Materials and methods 
Cell Culture 
 Rat primary cortical astrocyte cultures were prepared according to the method 
described elsewhere (Chan et al., 2004). Cells were grown in DMEM (Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO) containing 10% calf serum (Invitrogen, Carlsbad, CA) for a total of 3-4 weeks, 
during which time culture medium was changed twice a week. Confluent cultures were 
exposed to ammonia (5 mM) and/or recombinant IL-1b (10 ng/ml) (R&D Systems, 
Minneapolis, MN) for 24 h.  
 
RNA extraction 
 Total RNA was extracted using Trizol Reagent (Invitrogen) according to the 
manufacturer's protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by adding 100 U of 
RNase-free DNase I per 50 µg of total RNA at 37 °C for 1 h. Purified RNA was then 
extracted with phenol, precipitated with ethanol and resuspended in diethylpyrocarbonate-
treated water. RNA samples were kept at −70 °C until use. 
 
Semi-quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction 
 Total RNA (1 µg) was mixed with 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 50 
mM KCl, 0.01% (w/v) bovine serum albumin, 200 µM dNTPs, primers at 1 µM each, 
AMV reverse transcriptase (80 U/ml), Taq DNA polymerase (20 U/ml) and 50 µCi/ml [α 
32P]dCTP (3000 Ci/mmol), for a total reaction volume of 50 µL. The reactions were 
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initially heated at 50°C for 20 min followed by PCR at 95°C for 30 sec, 60°C for 45 sec 
and 72°C for 1 min. Amplification efficiency conditions were determined after a kinetic 
study to ensure all experiments were performed in the exponential phase of amplification 
where PCR products remain proportional to initial template concentration (data not shown). 
After amplification, samples were electrophoresed onto 9% polyacrylamide gels, dried, 
autoradiographed at –80°C with an intensifying screen. Each band was excised and 
Cerenkov radiation was quantified using a β-counter. Omission of AMV reverse 
transcriptase from the reaction mixture was used as negative control and resulted in absence 
of amplification. Beta-actin (β-actin) was used as an internal standard to monitor loading 
variations. Oligonucleotide primers (Table 1) were designed using the PRIMER3 program 
(Rozen and Skaletsky, 2000) at http://primer3.sourceforge.net/ and validated using the 




Forward/Reverse (5’-3’)  
β-actin (V01217) CCAAAGCCTTCATACATC / 
 CATCCCCCAAAGTTCTAC 
HO-1 (J02722) CACGCATATACCCGCTACCT /  
AAGGCGGTCTTAGCCTCTTC 
GFAP (U03700) ACATCGAGATCGCCACCTAC / 
ACATCACATCCTTGTGCTCC 








AAGATCAGCATCGCCAAGC /  
ACATCAGTCCGTTTGGAATCAC 
 






 All data are expressed as the mean ± SEM and statistical analysis was performed 
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc analysis. A 
probability of p < 0.05 was chosen to establish significance between the groups. Data were 




 Expression of the M1 and M23 isoforms of AQP-4 was decreased 2.6- and 2.7-fold, 
respectively, in cultured astrocytes exposed to ammonia (Fig. 1). Treatment with 
recombinant IL-1β, however, resulted in a 2.5-fold (p < 0.001) increase of both AQP 
isoforms compared with saline-treated controls. Similar increases were obtained following 
co-exposure to ammonia and IL-1β.  
 
Figure 1. Aquaporin-4 (AQP-4) mRNA expression (M1 and M23 isoforms) (upper panel) 
in cultured astrocytes exposed to vehicle (CTRL), 5 mM ammonia (NH3), 10 ng/ml 
interleukin-1β (IL-1) or a combination of ammonia and interleukin-1β (NH3+IL) for 24 h. 
Lower panel: data (n = 4 per group) were normalized to β-actin levels and expressed as 
percentage ± S.E.M. of controls. (*p < 0.001 vs. CTRL by ANOVA; n.s. non-significant).  
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 As expected, exposure of cultured astrocytes to ammonia led to a significant (1.7-
fold, p < 0.01) decrease in GFAP expression. Exposure to recombinant IL-1β, on the other 
hand,  resulted in a much stronger downregulation of GFAP expression (8.5-fold, p < 
0.001). Similar decreases were obtained when cultured astrocytes were exposed to both 
ammonia and IL-1β (Fig. 2). 














Figure 2. Glial fibrillary acidic protein (GFAP) mRNA expression (upper panel) in 
cultured astrocytes exposed to vehicle (CTRL), 5 mM ammonia (NH3), 10 ng/ml 
interleukin-1β (IL-1) or a combination of ammonia and interleukin-1β (NH3+IL) for 24 h. 
Lower panel: data (n = 4 per group) were normalized to β-actin levels and expressed as 
percentage ± S.E.M. of controls. (*p < 0.01 and **p < 0.001 vs. CTRL by ANOVA).  
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 Expression of HO-1 and iNOS were increased 1.5- and 5.6-fold (p < 0.01), 
respectively, following exposure of cultured astrocytes to ammonia (Fig. 3). Exposure to 
recombinant IL-1β resulted in a further increase in iNOS expression (10.7-fold over 
control; p < 0.001). Exposure of cultured astrocytes to both ammonia and IL-1β resulted in 
an additional increase of both HO-1 (1.7-fold, p < 0.001 vs. control) and iNOS (11.7-fold, p 
< 0.001 vs. control).   
 
Figure 3. Inducible nitric oxide synthase (iNOS) and heme oxygenase-1 (HO-1) mRNA 
expression (upper panel) in cultured astrocytes exposed to vehicle (CTRL), 5 mM ammonia 
(NH3), 10 ng/ml interleukin-1β (IL-1) or a combination of ammonia and interleukin-1β 
(NH3+IL) for 24 h. Lower panel: data (n = 4 per group) were normalized to β-actin levels 
and expressed as percentage ± S.E.M. of controls. (*p<0.01 and **p<0.001 vs. CTRL; 




 Exposure of the brain to millimolar concentrations of ammonia results in oxidative 
stress-related changes including lipid peroxidation (O’Connor and Costell, 1990) and 
reduced activities of antioxidant enzymes (Kosenko et al., 1999). Studies in cultured cells 
suggest a role for oxidative/nitrosative stress mechanisms in ammonia-induced cell 
swelling. For example, antioxidants such as SOD and the spin trapping agent α-phenyl-N-
tert-butyl-nitrone inhibit ammonia-induced astrocyte swelling. Expression of inducible 
nitric oxide synthase (iNOS) is increased in brain in experimental ALF (Jiang et al., 2009b) 
as well as in cultured cortical astrocytes exposed to ammonia (Schliess et al., 2002) and 
complete inhibition of ammonia-induced cell swelling has been demonstrated in both 
cultured astrocytes (Murthy et al., 2000) and brain slices (Zielinska et al., 2003) exposed to 
the NOS inhibitor L-NAME.  
 
Inflammation causes worsening of encephalopathy and early increases of ICP in 
ALF patients where the higher ICP, the more marked the inflammatory response as 
reflected by increased circulating levels of the proinflammatory cytokines TNFα, IL-β, IL6 
(Jalan et al., 2004). Circulating or endothelium-derived cytokines have the ability to 
transduce signals to the brain via vasoactive agents such as NO synthesized from inducible 
NOS (iNOS), the transcription of which can be increased by proinflammatory cytokines.  
 
Results of the present study reveal that exposure of cultured cortical astrocytes to 
recombinant IL-1β results in significant increases in expression of both the M1 and M23 
isoforms of the gene coding for the water-channel protein AQP-4. However, in contrast to a 
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previous report (Rama Rao et al., 2003), exposure of these cells to 5 mM ammonia had no 
significant effect on expression of AQP-4. These inconsistencies could result from 
differences in culture media (inclusion of dbcAMP) or duration of exposure to ammonia. 
These findings, if extrapolated to ALF, suggest that the consistent finding of increased 
expression of AQP-4 in animal models of ALF due to hepatotoxins such as galactosamine 
(Eefsen et al., 2009), thioacetamide (Rama Rao and Norenberg, 2007) or resulting from 
hepatic devascularization (Margulies et al., 1999) most likely results from exposure to 
proinflammatory cytokines such as IL-1β, rather than to ammonia. Furthermore, results of 
the present study suggest that both the M1 and M23 isoforms are implicated in the effects 
of IL-1β on AQP-4 expression. The pathophysiologic implications of increased expression 
of multiple isoforms of AQP-4 remains to be established. However, the finding of no 
obvious additive effect of exposure to ammonia and IL-1β on AQP-4 isoform expression 
observed in the present study suggests that the mechanism responsible for the synergistic 
effects of ammonia and proinflammatory cytokines mechanisms in the pathogenesis of 
brain edema in ALF does not involve AQP-4 gene expression. A synergistic effect of 
ammonia and IL-1β on plasma membrane trafficking of AQP-4, however, cannot be 
excluded.   
 
In contrast to the findings for AQP-4, in the case of iNOS, exposure to either 
ammonia or to IL-1β both led to significant increases in gene expression. Furthermore, 
simultaneous exposure to both ammonia and IL-1β led to increased iNOS gene expression 
that, although modest, was additive, suggestive of synergism. These findings suggest that 
nitrosative stress mediated by iNOS-derived NO could be implicated in the pathogenesis of 
encephalopathy and brain edema in ALF and could explain the phenomenon of worsening 
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of these symptoms in patients with SIRS. Similar findings of additive effects of ammonia 
and IL-1β were observed in the present study in the case of gene coding for the oxidative 
stress-related protein heme oxygenase-I (HO-1). 
 
GFAP is a cytoskeletal protein and previous studies in both experimental ALF 
(Bélanger et al., 2002) and in cultured astrocytes exposed to ammonia (Norenberg et al., 
1990) reveal that GFAP expression at both the mRNA and protein levels is significantly 
reduced. It was suggested that loss of GFAP expression due to ammonia exposure was due 
to instability of the GFAP mRNA (Neary et al., 1994) and that a loss of expression of 
GFAP due to ammonia could result in altered visco-elastic properties of the cell leading to 
cytotoxic brain edema (Bélanger et al., 2002). 
 
In summary, exposure of cultured cortical astrocytes to pathologically relevant 
concentrations of ammonia and IL-1β results in selective alterations in expression of genes 
coding for astrocytic proteins with established roles in cell volume regulation. These 
findings demonstrate that both ammonia and IL-1β, both independently and in 
combination, have the potential to cause such changes in gene expression. Moreover, in the 
case of genes coding for proteins implicated in oxidative/nitrosative stress, there is 
evidence for additive effects of ammonia and IL-1β. Future studies will be required in order 
to address the role of these alterations in gene expression on expression of the relevant 
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 Un nombre croissant d’études cliniques et expérimentales s’accordent pour 
démontrer que les cytokines pro-inflammatoires et l’ammoniaque jouent un rôle de concert 
dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA. L’inflammation périphérique et cérébrale est 
en effet retrouvée à la fois chez les patients atteints d’IHA et dans les modèles animaux, et 
un intérêt grandissant s’est développé dans le but d’identifier les mécanismes 
physiopathologiques sous-jacents de l’inflammation dans la survenue des complications 
neurologiques lors d’IHA in vivo. Dans cette thèse, nous avons décidé d’étudier le rôle de 
l’inflammation lors d’IHA en utilisant une approche expérimentale consistant tour à tour à 
inhiber ou activer certaines composantes de l’inflammation. Lors d’IHA induite par l’AOM 
chez la souris, nos résultats démontrent que l’inhibition du TNF-α retarde la progression de 
l’EH en diminuant les conséquences inflammatoires cérébrales et périphériques tandis que 
l’induction d’une endotoxémie précipite l’EH et aggrave la pathologie hépatique par 
l’intermédiaire de mécanismes pro-inflammatoires cérébraux et systémiques. D’autre part, 
l’ammoniaque et l’IL-1β induisent in vitro des changements d’expression au niveau de 
gènes astrocytaires impliqués dans la régulation du volume cellulaire et la survenue du 
stress oxydatif/nitrosatif. 
 
1. Le rôle de l’inflammation stérile dans la physiopathologie de 
l’encéphalopathie hépatique lors d’insuffisance hépatique aiguë 
 L’inflammation stérile, par opposition à la réponse inflammatoire induite par les 
bactéries et leurs produits, est la réponse inflammatoire qui survient lors de dommages 
cellulaires d’origine non infectieuse. Lors d’IHA d’origine toxique, l’inflammation stérile 
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survient localement et à distance de la zone lésée et contribue au dommage hépatocellulaire 
plutôt qu’à la réparation tissulaire. 
 
1.1 Le rôle de l’inflammation systémique dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 L’IHA s’accompagne fréquemment d’une activation des réponses immunitaires 
systémiques qui jouent un rôle important dans la progression du dommage hépatique et 
dans l’issue de la pathologie hépatique (Sekiyama et al., 1994; Sheron et al., 2001; Streetz 
et al., 2000). En particulier, les taux de cytokines pro-inflammatoires circulantes sont 
augmentés quelle que soit l’étiologie de l’IHA, et sont associés à une instabilité 
hémodynamique (Sheron et al., 2001), à une augmentation de la PIC (Wright et al., 2007), 
et à un risque accru de développer un SIRS et par conséquent à une aggravation de l’EH 
(Rolando et al., 2000). Le SIRS est la manifestation clinique d’une réaction inflammatoire 
anormale généralisée qui peut survenir lors d’IHA et dans le cas de différentes atteintes 
graves telles que les brûlures sévères, les polytraumatismes, les chirurgies majeures et la 
pancréatite (Brun-Buisson 2000; Nystrom 1998; Rolando et al., 2000; Talmor et al., 1999). 
Sur le plan clinique, le SIRS se caractérise par la présence d’au moins des 2 composantes 
suivantes : une température corporelle > 38°C ou < 36°C, une fréquence cardiaque > 90 
battements/min, une fréquence respiratoire > 20 respirations/min ou une PaCO2 < 32 
mmHg, un taux de leucocytes > 12000/mm3 ou < 4000/mm3. Sur le plan 
physiopathologique, le SIRS résulte de la libération massive de médiateurs de 
l’inflammation, dont les cytokines pro-inflammatoires et les ROS, qui provoquent une 
vasodilatation généralisée, des lésions endothéliales diffuses et une coagulation disséminée. 
Le SIRS peut conduire in fine à un syndrome de détresse respiratoire, une insuffisance 
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rénale aiguë et une dysfonction multiviscérale (Odeh 2007). Lors d’IHA, la survenue d’un 
SIRS est une condition dangereuse qui peut précipiter la progression des complications 
neurologiques et qui est associée à un taux de mortalité élevé. En effet, environ 60% des 
patients atteints d’IHA développent un SIRS qui est associé à une aggravation de l’EH, à un 
risque accru de développer un œdème cérébral et une augmentation de la PIC (Rolando et 
al., 2000). De plus, le risque de mortalité augmente avec le nombre de composantes du 
SIRS.  
 Bien que le SIRS reflète une réaction inflammatoire généralisée, une augmentation 
des taux de cytokines pro-inflammatoires n’est pas une caractéristique suffisante pour poser 
un diagnostic de SIRS qui se définit exclusivement par la présence des composantes 
énumérées précédemment lors de traumatismes majeurs. Il n’existe donc pas de relation 
directe entre les taux de cytokines pro-inflammatoires circulantes et la survenue d’un SIRS, 
même si celles-ci constituent néanmoins un bon indicateur de l’état inflammatoire général 
(Terregino et al., 1997). Plusieurs études ont ainsi démontré que les taux circulants de 
TNF-α, d’IL-1β et d’IL-6 sont associés à un taux de mortalité élevé chez les patients 
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Virus (3) (Sheron et al., 2001) 
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Virus (6) (Antoniades et al., 2006) 
Autre (14) 







Tableau 3 : Études cliniques ayant démontré une corrélation entre les taux de 
cytokines pro-inflammatoires circulantes et le taux de survie chez les patients atteints 
d’IHA. APAP, acétaminophène ; n.s. non significatif par rapport au groupe contrôle 
(témoin) ; n.a., non mesuré. Adapté de (Antoniades et al., 2008), avec la permission de 
Elsevier BV. 
  
 Dans les modèles animaux, les concentrations plasmatiques de TNF-α, IL-6 et IL-
1β sont également augmentées chez le rat ayant subi une dévascularisation hépatique (Jiang 
et al., 2009a), et chez la souris avec une IHA induite par l’AOM (Bemeur et al., 2010a) ou 
par l’acétaminophène (Blazka et al., 1995). D’autre part, l’IHA s’accompagne également 
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d’une élévation des taux circulants de nitrites/nitrates et d’une déplétion des stocks de GSH 
hépatiques caractéristiques d’un stress oxydatif/nitrosatif (Bemeur et al., 2010a; Jiang et 
al., 2009b). Dans l’article 1, nous démontrons que l’IHA induite par l’AOM s’accompagne 
effectivement d’une augmentation des taux circulants de TNF-α, IL-6 et d’un stress 
oxydatif/nitrosatif au niveau hépatique (Article 1, Table 1). Nos résultats vont plus loin et 
démontrent notamment que cette augmentation de cytokines pro-inflammatoires circulantes 
survient rapidement après l’induction de l’IHA et plafonne jusqu’au stade coma, ce qui 
suggère que les cytokines pro-inflammatoires jouent un rôle précoce dans la survenue de 
l’EH mais ne sont pas directement responsables de la survenue du coma. D’autre part, 
l’augmentation des taux circulants de cytokines pro-inflammatoires précède la survenue de 
la nécrose massive des hépatocytes et de l’hyperammonémie, qui ne surviennent qu’au 
stade coma, ce qui suggère que les cytokines pro-inflammatoires, si elles jouent un rôle 
dans la survenue du coma, le font conjointement avec l’ammoniaque.  
 
1.2 Le rôle du TNF-α  périphérique dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 Le TNF-α est considéré comme le chef de file de la réaction inflammatoire car il 
initie et coordonne le processus inflammatoire, et induit notamment la synthèse de l’IL-6 et 
de l’IL-1β. Plusieurs études démontrent ainsi que le TNF-α est impliqué dans la 
pathogenèse de l’IHA de différentes étiologies chez l’homme et dans les modèles animaux 
(Bernal et al., 1998; Streetz et al., 2000). En particulier, les expressions intrahépatique et 
plasmatique du TNF-α et de ses récepteurs TNFR1 et TNFR2 sont augmentées chez les 
patients atteints d’IHA et sont corrélées au degré de nécrose des hépatocytes, à la 
progression de la maladie hépatique et à un taux de mortalité élevé (Streetz et al., 2000). 
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L’implication physiopathologique de cette augmentation plasmatique des récepteurs 
solubles du TNF-α n’est pas connue mais pourrait constituer une voie endogène limitant les 
effets biologiques du TNF-α, ou bien contribuer à la progression de l’IHA en stabilisant la 
molécule. En faveur de cette dernière hypothèse, il est intéressant de noter que les taux 
circulants de TNF-α et de ses récepteurs sont augmentés et corrélés à la survenue de l’EH 
et du coma hépatique chez les patients atteints d’IHA consécutive à une intoxication à 
l’acétaminophène (Rolando et al., 1995). En outre, la vaste majorité des études chez 
l’homme atteint d’IHA démontre que les taux circulants de TNF-α sont augmentés et plus 
élevés chez les patients décédés que chez ceux qui ont survécu (Antoniades et al., 2006; 
Nagaki et al., 2000; Streetz et al., 2000) et l’élimination artificielle du TNF-α plasmatique 
par la technique MARS est associée à une amélioration de l’état clinique et à un taux de 
survie augmenté (Guo et al., 2003). 
 
 Dans les modèles expérimentaux, plusieurs études démontrent que le TNF-α joue 
un rôle important dans les complications neurologiques lors d’IHA. En effet, les taux 
plasmatiques de TNF-α sont augmentés lors du coma hépatique chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009a) et sont corrélés à la fréquence de survenue 
et à la sévérité de l’EH chez le rat avec une IHA induite par le thioacétamide (Chu et al., 
2001). Cependant, il existe des divergences concernant le rôle du TNF-α dans la 
physiopathologie de l’EH lors d’IHA induite par une intoxication à l’acétaminophène. En 
effet, les taux plasmatiques de TNF-α sont rapidement augmentés après l’injection 
d’acétaminophène chez la souris mais l’administration d’anticorps dirigés contre le TNF-α 
est soit hépatoprotectrice (Blazka et al., 1995) soit sans effet (Simpson et al., 2000), et 
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l’atteinte hépatique est similaire chez les souris KO pour le TNF-α et les souris sauvages 
(Boess et al., 1998). Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces 
résultats divergents, notamment le protocole expérimental mis en place pour chaque étude 
(dose d’acétaminophène, mise à jeun, contrôle de la température, âge des souris) et la 
souche des souris puisque le polymorphisme des gènes codant pour le TNF-α peut jouer un 
rôle important dans la physiopathologie hépatique (Bernal et al., 1998). D’autre part chez la 
souris avec une IHA induite par l’AOM, les taux de TNF-α sont également augmentés mais 
la délétion du gène codant pour TNFR1 diminue le dommage hépatique et retarde à la fois 
la progression de l’EH et la survenue du coma (Bemeur et al., 2010a; Bemeur et al., 
2010b). En outre, nous démontrons dans ce même modèle que l’administration 
périphérique d’etanercept, un récepteur soluble au TNF-α, retarde la progression de l’EH et 
réduit le dommage hépatique (Article 1, Figures 1 et 2, Table 2). S’agissant des 
mécanismes impliqués, l’inhibition du TNF-α réduit l’inflammation périphérique et 
cérébrale ainsi que le stress oxydatif/nitrosatif au niveau hépatique et cérébral, ce qui 
conforte un rôle important du TNF-α dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA induite 
par l’AOM (Article 1, Figures 3, 4 et 6). 
 L’etanercept n’est cependant efficace que pendant une fenêtre thérapeutique 
inférieure à 6 h après l’induction de l’IHA, alors même que la réaction inflammatoire 
systémique n’est pas encore détectable (Article 1, Table 1). Ce résultat suggère d’une part 
que le TNF-α intrahépatique joue un rôle précoce dans la physiopathologie de l’IHA et 
dans le développement de l’inflammation systémique, et d’autre part que le dommage 
hépatocellulaire causé par l’inflammation locale est déjà trop avancé et ne peut plus être 
atténué 6 h après le début de l’IHA. L’efficacité thérapeutique de l’etanercept dépend donc 
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de son administration rapide lors d’IHA. Enfin, l’etanercept retarde également la 
progression de la pathologie hépatique et l’inflammation périphérique chez la souris avec 
une IHA induite par l’acétaminophène, ce qui suggère qu’il pourrait constituer une 
approche thérapeutique lors d’IHA d’étiologies variées. 
 
2. Le rôle de l’inflammation infectieuse dans la physiopathologie de 
l’encéphalopathie hépatique lors d’insuffisance hépatique aiguë 
  Le SIRS peut constituer la première étape d’une dégradation immunologique qui 
peut mener successivement à la septicémie, la septicémie sévère, au choc septique et à la 
dysfonction multiviscérale. La progression au travers de ces différents états reflète la perte 
de contrôle progressive de la réponse immunitaire qui favorise la survenue d’infections 
(Bone 1996). Lorsque le SIRS est associé à une infection, on parle alors de septicémie. Lors 
d’IHA, 50 à 90 % des patients développent une infection en raison, d’une part, des troubles 
immunologiques qu’ils développent (Introduction, Section 3.2.2), et d’autre part des soins 
invasifs que requiert leur condition et qui les prédispose aux infections (Rolando et al., 
1990; Rolando et al., 2000; Vaquero et al., 2003). La pose d’un cathéter ou l’aspiration 
trachéale par exemple constituent des voies d’entrée pour les pathogènes, et les sites 
d’infection les plus communs sont le sang, les voies respiratoires et urinaires, et la cavité 
péritonéale (Rolando et al., 1990; Vaquero et al., 2003). Les infections peuvent être 
d’origine bactérienne ou fongique, et la présence de bactéries Gram-négatives ou Gram-
positives résulte en un degré similaire de SIRS chez les patients atteints d’IHA (Rolando et 
al., 2000; Vaquero et al., 2003). De plus, une augmentation des niveaux plasmatiques de 
LPS, un composant bactérien des bactéries Gram-négatives, est fréquente chez les patients 
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atteints d’IHA et est associée à une incidence accrue de la coagulopathie, de l’insuffisance 
rénale aiguë et de l’EH (Iwai et al., 1998; Wilkinson et al., 1974). 
 Comme nous l’avons vu précédemment, le SIRS est une condition dangereuse qui 
est retrouvée chez 60% des patients atteints d’IHA, quelle que soit l’étiologie, et qui peut 
précipiter la progression des complications neurologiques. Lors d’IHA, le SIRS peut être 
une conséquence de l’inflammation hépatique per se ou avoir une origine infectieuse et 
parmi les 60% des patients atteints d’IHA qui développent un SIRS, la grande majorité 
présente un SIRS d’origine infectieuse (Rolando et al., 2000). Pour un même nombre de 
composantes de SIRS, le risque d’une aggravation de l’EH est identique chez les patients 
atteints d’IHA infectés et non infectés. Cependant les patients infectés ont non seulement 
un risque plus grand de développer un SIRS que les patients non infectés, mais également 
un SIRS plus sévère avec une aggravation subséquente de l’EH et un taux de mortalité plus 
élevé (Rolando et al., 2000; Vaquero et al., 2003). La survenue d’infections, qui est une 
complication fréquente lors d’IHA, est donc associée à un risque accru de développer un 
SIRS et une aggravation de l’EH. La détection rapide d’une infection et l’administration 
d’antibiotiques à large spectre pourraient donc apparaître comme des moyens 
thérapeutiques de retarder la progression de l’EH lors d’IHA. Cependant des études 
précédentes ont démontré une efficacité contrastée des antibiotiques (Rolando et al., 1993; 
Rolando et al., 1996; Salmeron et al., 1992). En effet, si la prévalence des infections est 
diminuée lors d’une antibiothérapie chez les patients atteints d’IHA, le taux de mortalité 
associé reste inchangé, ce qui suggère que c’est la réponse inflammatoire systémique qui 
conditionne le pronostic vital lors d’IHA. De études complémentaires sont cependant 
nécessaires pour réévaluer l’opportunité d’un traitement antibiotique en prophylaxie et pour 
établir les mécanismes inflammatoires sous-jacents. 
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 Aucune étude expérimentale n’a été menée à ce jour dans le but d’étudier l’effet 
d’une infection lors d’IHA, et la plupart des informations actuelles repose sur les modèles 
d’endotoxémie et des modèles d’IHA basés sur l’injection d’une hépatotoxine et de LPS, 
dont le but est non pas d’évaluer les effets spécifiques du LPS lors d’une IHA, mais de 
réduire la variabilité du modèle d’IHA résultant des propriétés intrinsèques de 
l’hépatotoxine et d’assurer la létalité. Ces modèles d’IHA ne sont pas reconnus par la 
commission ISHEN comme des modèles d’EH de type A (Butterworth et al., 2009). 
Compte tenu du rôle prépondérant de la réponse inflammatoire systémique lors d’IHA, 
nous nous sommes donc intéressés au rôle d’une endotoxémie non létale induite par le LPS 
dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA induite par l’AOM chez la souris, modèle 
reconnu d’EH de type A. 
 Nos résultats démontrent tout d’abord qu’une très faible dose de LPS précipite la 
progression de l’EH et la survenue du coma lors d’IHA, et accélère et aggrave la pathologie 
hépatique en augmentant notamment le recrutement des neutrophiles au foie (Article 2, 
Figures 2 et 3). Ce résultat confirme d’une part que la réponse inflammatoire hépatique 
joue un rôle majeur dans la progression de la pathologie et suggère d’autre part une 
hypersensibilité du foie nécrotique au LPS lors d’IHA. En effet, il a été démontré que la 
galactosamine (Galanos et al., 1979) et l’amatoxine (Takada et al., 2001) sensibilisent le 
foie à l’injection de LPS et augmentent le dommage hépatique via des mécanismes pro-
inflammatoires (Sass et al., 2001; Sass et al., 2002). D’autre part dans les modèles 
d’endotoxémie, il a été démontré que 80% du LPS injecté en intraveineuse est rapidement 
concentré au niveau du foie où il est détoxifié principalement par les hépatocytes et les 
cellules de Kupffer (Ruiter et al., 1981; Zlydaszyk and Moon 1976). L’activation des 
cellules de Kupffer et la sécrétion de TNF-α et d’IL-1β, induites à la fois par le LPS et en 
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réponse au dommage hépatique lors d’IHA, pourraient ainsi contribuer à une augmentation 
de la capture du LPS par les hépatocytes, à une augmentation de l’inflammation locale et à 
une amplification de la nécrose hépatique (Means et al., 2000; Pastor and Billiar 1995).  
 La réponse inflammatoire périphérique est amplifiée par le LPS lors d’IHA au stade 
coma comme le démontre l’augmentation plus importante des concentrations plasmatiques 
en TNF-α, IL-β et IL-6 par rapport à celles observées lors d’IHA seule (Article 2, Figure 
4). Il est intéressant de constater que la faible dose de LPS injectée n’induit pas de réponse 
inflammatoire systémique, ce qui suggère une synergie entre les mécanismes pro-
inflammatoires systémiques induits par le LPS et l’IHA dans notre modèle. Par ailleurs, 
bien qu’il soit évidemment difficile de déterminer si l’administration de LPS et l’induction 
de l’IHA résultent en l’apparition d’un SIRS infectieux au sens strict dans notre modèle, le 
fait que les concentrations en cytokines pro-inflammatoires systémiques soient plus élevées 
en présence de LPS qu’en absence de LPS lors d’IHA témoigne d’un degré d’inflammation 
systémique plus important lors d’endotoxémie. Le degré d’inflammation systémique 
semble en effet être un facteur déterminant dans la progression du SIRS vers le choc 
septique et la dysfonction multiviscérale chez les patients atteints d’IHA (Antoniades et al., 
2008), et l’amplitude de la réponse inflammatoire est corrélée à la défaillance organique et 
à un taux de mortalité élevé lors d’un choc septique (Martin et al., 1994; Martin et al., 
1997). D’autre part, nous démontrons que les taux d’IL-6 cérébraux sont également 
augmentés par le LPS lors d’IHA ce qui suggère que la transmission inflammatoire foie-
cerveau pourrait être augmentée lors d’endotoxémie et notamment via une augmentation de 




 Compte tenu des résultats obtenus avec l’etanercept et ceux obtenus en condition 
d’endotoxémie, il pourrait être intéressant de comparer les effets de l’administration de 
TNF-α ou de LPS chez la souris avec une IHA induite par l’AOM. Cette approche pourrait 
permettre d’identifier d’une part les effets du TNF-α dans les conditions physiologiques et 
lors d’IHA et d’autre part d’identifier les mécanismes physiopathologiques propres à 
l’inflammation stérile de ceux induits par le LPS lors d’IHA. D’autre part, il pourrait être 
intéressant de tester l’effet de l’etanercept en condition d’endotoxémie afin de poursuivre 
l’étude de son potentiel thérapeutique. 
 Par ailleurs, l’évolution du SIRS vers la septicémie et la défaillance multiorganique 
apparaît de plus en plus comme le résultat d’un déséquilibre entre les réponses pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires. Longtemps considérée comme l’élément charnière, 
il devient aujourd’hui évident que la réponse pro-inflammatoire joue certes un rôle 
important dans le SIRS mais que c’est l’absence de régulation adéquate des signaux pro-
inflammatoires par la réponse anti-inflammatoire qui conduit à l’apparition successive d’un 
syndrome de réponse anti-inflammatoire compensatoire puis à la dissonance 
immunologique et à la défaillance multiorganique (Bone 1996). Plusieurs études ont 
d’ailleurs démontré que les taux circulants d’interleukine-10, une cytokine anti-
inflammatoire majeure, sont corrélés à un taux de mortalité élevé chez les patients atteints 
d’IHA (Antoniades et al., 2006; Nagaki et al., 2000; Yumoto et al., 2002). Une meilleure 
compréhension de l’évolution des profils pro-inflammatoires et anti-inflammatoires au 





3. Les mécanismes cérébraux inflammatoires impliqués dans la 
physiopathologie de l’encéphalopathie hépatique lors d’insuffisance 
hépatique aiguë 
3.1 La neuroinflammation et la signalisation foie-cerveau lors d’IHA 
 L’activation de la microglie et la synthèse de cytokines pro-inflammatoires 
cérébrales sont observées lors d’IHA à la fois chez les patients (Butterworth 2011; Wright 
et al., 2007) et chez le rat avec une dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2006; Jiang et 
al., 2009a), et des évidences suggèrent que l’ammoniaque et les cytokines pro-
inflammatoires circulantes jouent un rôle conjoint dans la neuroinflammation lors d’IHA. 
En effet, l’infusion continue d’ammoniaque chez le rat induit une activation de la microglie 
(Rodrigo et al., 2010) tandis que les taux de cytokines pro-inflammatoires circulantes sont 
corrélées à la progression de l’EH et à la survenue du coma chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009a). D’autre part, une étude récente en 
microscopie à deux photons in vivo démontre que l’activation de la microglie survient 
uniquement au stade coma de l’EH lors d’IHA induite par l’AOM, alors que 
l’administration systémique aiguë d’ammoniaque n’induit pas d’activation microgliale 
(Rangroo Thrane et al., 2012). Ce résultat démontre que l’ammoniaque seul n’est pas 
responsable de ce changement d’activité et suggère que d’autres facteurs, tels que les 
cytokines pro-inflammatoires périphériques, jouent un rôle important dans l’activation de la 
microglie au stade coma lors d’IHA. Nos résultats de l’article 1 démontrent que les 
cytokines pro-inflammatoires circulantes sont augmentées rapidement lors d’IHA induite 
par l’AOM et plafonnent jusqu’au coma, stade à partir duquel on note l’apparition de 
l’hyperammonémie (Article 1, Table 1). Si l’on met les résultats de ces deux études en 
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perspective, nous pouvons supposer que les cytokines pro-inflammatoires circulantes 
pourraient sensibiliser et augmenter la perméabilité de la BHE jusqu’au stade coma et 
permettre alors un passage facilité de l’ammoniaque et/ou du signal inflammatoire vers le 
cerveau, résultant en l’activation de la microglie. En effet, il est connu que les cytokines 
pro-inflammatoires, et en particulier le TNF-α, augmentent la perméabilité des cellules 
endothéliales cérébrales et le passage transcellulaire, ce qui favorise la signalisation pro-
inflammatoire au cerveau (Duchini et al., 1996).  
 D’autre part nous démontrons dans l’article 1 que l’inhibition périphérique du TNF-
α chez la souris avec une IHA induite par l’AOM, diminue l’activation de la microglie et la 
concentration d’IL-6 cérébrale au stade coma ce qui conforte l’hypothèse que les cytokines 
pro-inflammatoires systémiques, notamment le TNF-α, jouent un rôle important dans la 
neuroinflammation lors d’IHA (Article 1, Figure 4). Puisque l’etanercept n’est pas retrouvé 
au niveau cérébral (Article 1, Figure 5), la BHE reste globalement intacte dans notre 
modèle et l’inhibition périphérique du TNF-α pourrait ainsi diminuer la signalisation 
inflammatoire foie-cerveau (Introduction, section 4.1.3), réduire le recrutement et 
l’infiltration des monocytes au cerveau (D'Mello et al., 2009), et diminuer la perméabilité 
de la BHE à l’ammoniaque (Duchini et al., 1996). 
 Enfin dans l’article 2, nous démontrons que l’endotoxémie chez la souris avec une 
IHA induite par l’AOM induit une réponse inflammatoire systémique supérieure à celle 
observée en condition non infectieuse, qui résulte en une concentration supérieure en IL-6 
cérébrale (Article 2, Figures 4 et 7). En particulier, le degré d’activation de la réponse 
systémique lors d’IHA en condition infectieuse est si important qu’il s’accompagne d’une 
augmentation majeure de la perméabilité de la BHE avec une extravasation des IgG 
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(Article 2, Figure 6) ce qui suggère que le passage des cytokines pro-inflammatoires 
systémiques et du LPS au niveau cérébral pourrait être augmenté et contribuer à un degré 
accru de neuroinflammation.  
 L’ensemble de ces résultats démontre que l’inflammation périphérique joue un rôle 
majeur dans la signalisation foie-cerveau et dans la survenue de la neuroinflammation lors 
d’IHA. Cependant des études complémentaires sont nécessaires pour identifier précisément 
les voies de signalisation au cerveau impliquées lors d’IHA, notamment dans les conditions 
non infectieuses. Dans ce but, la comparaison entre l’injection systémique et cérébrale de 
l’etanercept au niveau de la progression de l’EH lors d’IHA, et l’étude de la progression de 
l’IHA chez des souris KO pour les récepteurs au TNF-α ou à l’IL-1β au niveau de 
différents types cellulaires cérébraux par exemple, constituent quelques unes des voies 
d’études qu’il serait intéressant d’explorer afin d’identifier les mécanismes sous-jacents de 
la neuroinflammation lors d’IHA. D’autre part, il pourrait être intéressant de préciser le rôle 
respectif des astrocytes réactifs et de la microglie activée dans la neuroinflammation lors 
d’IHA en réalisant des études immunohistochimiques in vivo de colocalisation entre les 
cytokines pro-inflammatoires cérébrales et les marqueurs cellulaires adéquats (GFAP, OX-
42). 
 
3.2 La barrière hémato-encéphalique et le rôle des métalloprotéinases matricielles 
dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 Lors d’IHA, la vaste majorité des études démontre que la BHE reste globalement 
intacte et que l’œdème cérébral qui peut survenir est d’origine cytotoxique (Chavarria et 
al., 2010; Kato et al., 1992; Ranjan et al., 2005). Cependant des études récentes suggèrent 
des changements subtils de la perméabilité de la BHE lors d’IHA impliquant notamment 
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des modifications de l’expression des protéines des JS telles que ZO-2 (Shimojima et al., 
2008) et l’occludine (Lv et al., 2010). S’agissant des mécanismes impliqués, certaines 
études suggèrent un rôle des MMPs dans la dégradation enzymatique des JS. En particulier, 
il a été démontré une corrélation entre l’augmentation des taux plasmatiques de MMP-9 
activée et l’augmentation de la perméabilité au bleu Evans au stade coma d’IHA chez la 
souris traitée à l’AOM (Nguyen et al., 2006), et l’expression cérébrale de MMP-9 est 
associée à l’augmentation de la PIC et à l’extravasation de bleu Evans chez le rat traité à la 
galactosamine (Cauli et al., 2011). De plus, une diminution de l’expression de la claudine-5 
et de l’occludine est également observée par certains chez la souris traitée à l’AOM, et elle 
est corrélée à l’activation de MMP-9. Nous nous sommes donc intéressés au niveau 
d’expression des JS et à l’activité des MMPs lors d’IHA induite par l’AOM. Nous 
démontrons par deux fois que l’expression des JS n’est pas modifiée dans notre modèle 
(Article 3, Figure 2 ; Article 2, résultats non montrés). Cette divergence par rapport aux 
études précédentes pourrait être expliquée par une différence d’hépatotoxine utilisée dans 
les modèles ou par un contrôle insuffisant de la température des animaux par exemple, qui 
pourraient résulter en une variabilité dans les résultats obtenus (Article 3). D’autre part, 
nous démontrons que l’activité cérébrale de MMP-9 est augmentée lors d’IHA ce qui 
suggère que MMP-9 joue un rôle dans les mécanismes physiopathologiques qui 
n’impliquent pas la digestion des JS, mais possiblement d’autres composants de la BHE 
comme la membrane basale par exemple (Article 2, Figure 5). L’activité de MMP-9 est 
augmentée précocement lors d’IHA et elle est maintenue jusqu’au stade coma de l’EH ce 
qui suggère que MMP-9, dont l’activité est régulée par les signaux pro-inflammatoires, joue 
un rôle important dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA induite par l’AOM mais 
n’est pas le seul facteur impliqué. En outre, le fait que l’activité de MMP-9 soit augmentée 
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au niveau cérébral suggère que cette enzyme exerce son effet localement et qu’elle est 
activée par des signaux pro-inflammatoires cérébraux tels que les cytokines pro-
inflammatoires et les ROS (Heo et al., 2005; Mun-Bryce and Rosenberg 1998) dont 
l’origine peut provenir de la microglie activée et des astrocytes réactifs (Gottschall and Deb 
1996). On peut également supposer que l’activation de MMP-9 cérébrale se fait par le biais 
de l’endothélium vasculaire cérébral et qu’elle implique l’ammoniaque périphérique et les 
cytokines pro-inflammatoires circulantes. En effet, l’endothélium exprime également 
MMP-9 (Cunningham et al., 2005), et il a été démontré récemment que l’ammoniaque peut 
induire une augmentation de l’activité de MMP-9 dans des cellules endothéliales en culture 
via des mécanismes impliquant le stress oxydatif/nitrosatif (Skowronska et al., 2012). 
D’autre part, puisque MMP-9 est régulée par les signaux pro-inflammatoires et que son 
activité suit le degré d’inflammation systémique dans notre modèle, l’activation de MMP-9 
pourrait se faire de façon indirecte via l’activation de l’endothélium vasculaire, en réponse 
aux cytokines pro-inflammatoires circulantes. Cependant, l’hypothèse selon laquelle la 
MMP-9 circulante en provenance du foie nécrotique pourrait jouer un rôle dans l’EH lors 
d’IHA reste controversée puisque chez les patients son augmentation n’est pas corrélée à 
l’augmentation de la PIC. De plus, nous ne démontrons pas d’extravasation significative 
des IgG (25 kDa) lors d’IHA induite par l’AOM ce qui suggère que MMP-9 (92 kDa) ne 
peut traverser la BHE et exercer un effet au niveau cérébral (Nguyen et al., 2006; 
Palenzuela et al., 2010) (Article 2, Figure 6). Enfin, ces résultats confortent les nombreuses 
études menées chez l’homme atteint d’IHA qui démontrent que l’œdème cérébral qui peut 
survenir lors d’IHA est d’origine cytotoxique puisque l’intégrité des JS est maintenue 
(Chavarria et al., 2010; Ranjan et al., 2005). L’activation spécifique de MMP-9, par 
opposition à MMP-2 dont la régulation n’est pas soumise aux mécanismes inflammatoires, 
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suggère que les mécanismes pro-inflammatoires systémiques et cérébraux jouent un rôle 
majeur dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA cependant le rôle de MMP-9 reste 
encore à préciser notamment en l’absence d’endotoxémie. A cet effet, il serait pertinent 
d’étudier l’effet de l’inhibition de MMP-9, au niveau périphérique et/ou cérébral chez la 
souris avec une IHA induite par l’AOM. Il est en effet établi que MMP-9 joue un rôle 
important dans plusieurs processus pathologiques hépatiques et notamment dans 
l’infiltration des neutrophiles lors d’ischémie/reperfusion (Hamada et al., 2008) et lors de la 
régénération hépatique (Olle et al., 2006). Les résultats de cette étude permettraient ainsi 
d’établir le rôle propre de MMP-9 au niveau hépatique et cérébral lors d’IHA 
expérimentale.  
 
 L’endotoxémie induit une augmentation accrue de l’activité de MMP-9 cérébrale 
lors d’IHA qui s’accompagne d’une augmentation majeure de la perméabilité de la BHE 
avec une extravasation des IgG au niveau cérébral (Article 2, Figures 5 et 6). Ce résultat 
démontre pour la première fois que les infections peuvent précipiter la survenue de l’EH et 
du coma hépatique lors d’IHA via des mécanismes vasogéniques et induire la libre 
diffusion d’une multitude de composés en provenance de la périphérie. En particulier, le 
passage au niveau cérébral du LPS et des cytokines pro-inflammatoires systémiques, dont 
la synthèse est également augmentée lors d’endotoxémie, pourrait contribuer à 
l’augmentation de la neuroinflammation observée (Article 2, Figure 7). De façon 
remarquable, cette augmentation massive de la perméabilité est uniquement retrouvée lors 
d’endotoxémie ce qui suggère que les mécanismes physiopathologiques sous-jacents lors 
d’IHA en conditions infectieuses et non infectieuses sont différents (Article 2, Figure 6 ; 
Article 3, Figure 1). Par la suite, il serait donc intéressant d’inhiber MMP-9 au niveau 
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périphérique et/ou cérébral en condition d’endotoxémie afin d’une part de confirmer le rôle 
important de MMP-9 que nous observons dans l’augmentation de la perméabilité de la 
BHE et d’autre par de clarifier les mécanismes physiopathologiques hépatiques et 
cérébraux relatifs à MMP-9 et d’éventuellement mettre en évidence une nouvelle cible 
thérapeutique.  
 De plus, les premiers résultats de notre étude suggèrent qu’en condition 
d’endotoxémie, l’EH qui se développe lors d’IHA partage plusieurs des caractéristiques de 
l’encéphalopathie septique avec notamment le développement d’une réaction inflammatoire 
systémique et cérébrale importante et une augmentation majeure de la perméabilité de la 
BHE (Clawson et al., 1966; Papadopoulos et al., 2000). Des études complémentaires sont 
cependant nécessaires pour confirmer ces observations. En particulier, il serait intéressant 
d’avoir recourt à d’autres traceurs de différents poids moléculaires (fluorescéine dextran-
FITC (40 kDa), Bleu Evans-albumine (69 kDa)) pour nous permettre d’une part de valider 
nos résultats et d’autre part d’évaluer le degré de perméabilité de la BHE. Cependant, 
certaines mises au point techniques seront nécessaires pour contourner les difficultés 
connues de l’injection intraveineuse rencontrées au cours du modèle d’IHA chez la souris 
traitée à l’AOM (coagulation disséminée et concentration sanguine excessive au niveau 
hépatique notamment). Par ailleurs, il pourrait être intéressant d’étudier l’effet de la 
minocycline lors d’endotoxémie chez la souris atteinte d’IHA. En effet, cet antibiotique de 
la famille des tétracyclines inhibe spécifiquement l’activation microgliale et a déjà 
démontré son efficacité à diminuer la neuroinflammation chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009c). Compte tenu des résultats contrastés des 
différentes antibiothérapies lors d’infections chez l’homme atteint d’IHA, la minocycline 
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pourrait constituer une antibiothérapie efficace lors d’endotoxémie et mettre en évidence 
certains des mécanismes physiopathologiques impliqués.  
 
3.3 Le rôle du stress oxydatif/nitrosatif dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 Le stress oxydatif/nitrosatif et l’inflammation sont étroitement liés (Laroux et al., 
2001) et plusieurs évidences démontrent que l’ammoniaque et les cytokines pro-
inflammatoires jouent un rôle conjoint dans le stress oxydatif/nitrosatif lors d’IHA. Dans 
les modèles animaux d’IHA, on observe une activation de la microglie qui s’accompagne 
d’une augmentation de l’expression cérébrale de NOSe, NOSi et HO-1 chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009b; Sawara et al., 2009) de même qu’une 
augmentation des niveaux cérébraux de nitrites/nitrates et de ROS chez le rat traité au 
thioacétamide (Sathyasaikumar et al., 2007), et une diminution des taux cérébraux de GSH 
chez la souris injectée avec l’AOM (Bemeur et al., 2010a). La relation précise entre 
l’inflammation et le stress oxydatif/nitrosatif n’est pas clairement établie mais 
l’administration de minocycline diminue l’activation microgliale, les taux de cytokines pro-
inflammatoires cérébrales et le stress oxydatif/nitrosatif cérébral chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009c). Dans l’article 1, nous démontrons 
également que l’administration d’étanercept retarde la progression de l’EH, diminue 
l’activation microgliale, les taux d’IL-6 cérébraux et prévient l’oxydation du GSH lors 
d’IHA induite par l’AOM (Article 1, Figure 6). L’ensemble de ces résultats démontre que 
l’inflammation et le stress oxydatif/nitrosatif partagent effectivement des mécanismes 
communs dans la physiopathologie l’EH lors d’IHA, cependant le rôle propre des cytokines 
pro-inflammatoires reste peu connu. 
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 Les études révèlent un rôle majeur de l’ammoniaque dans l’induction du stress 
oxydatif/nitrosatif lors d’IHA. En effet, l’infusion d’ammoniaque chez le rat inhibe 
l’activité d’enzymes anti-oxydantes cérébrales dont la glutathion peroxydase, la catalase et 
la superoxyde dismutase, et s’accompagne d’une augmentation de la peroxydation lipidique 
et de la nitration protéique, ainsi que d’une déplétion du GSH (Kosenko et al., 1997; 
Schliess et al., 2002). Les astrocytes sont une source majeure de stress oxydatif/nitrosatif et 
l’analyse immunohistochimique de coupes de cerveau de rat ayant reçu une infusion 
d’ammoniaque révèle une colocalisation entre les protéines nitrosylées et le marqueur 
astrocytaire GFAP (Gorg et al., 2003; Gorg et al., 2007; Schliess et al., 2002). D’autre part, 
ce n’est que très récemment avec la découverte de la neuroinflammation et de l’activation 
de la microglie lors d’IHA (Butterworth 2011; Jiang et al., 2009a) que la microglie est 
également apparue comme une source importante de stress oxydatif/nitrosatif. 
L’implication des cytokines pro-inflammatoires cérébrales dans les mécanismes de stress 
oxydatif/nitrosatif n’est cependant que suggérée par des évidences indirectes basées sur 
l’administration in vivo de minocycline (Jiang et al., 2009b) et d’étanercept (Article 1) dans 
les modèles d’IHA, et par l’augmentation des taux de protéines nitrosylées dans des 
cultures d’astrocytes exposées à des concentrations physiopathologiques de TNF-α (Gorg 
et al., 2006) Dans l’article 4, nous nous sommes donc intéressés au rôle de l’IL-1β et de 
l’ammoniaque dans la régulation de l’expression de NOSi et de HO-1, deux marqueurs de 
stress oxydatif/nitrosatif. Nous démontrons que les niveaux d’expression de NOSi et de 
HO-1 sont significativement augmentés par des concentrations physiopathologiques 
d’ammoniaque ou d’IL-1β et augmentés de surcroît lors d’un traitement combiné ce qui 
suggère un mécanisme synergique (Article 4, Figure 3). Ces résultats concernent les 
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niveaux d’expression des ARNm codant pour NOSi et HO-1 ce qui ne présume pas d’un 
effet au niveau protéique, cependant les expressions de NOSi et de HO-1 sont également 
augmentées, au niveau de la protéine et de l’ARNm, chez le rat avec une dévascularisation 
hépatique (Jiang et al., 2009b). L’ensemble de ces résultats suggère donc que les cytokines 
pro-inflammatoires induisent directement un stress oxydatif/nitrosatif cérébral.  
 Lors d’IHA, l’ammoniaque et les cytokines pro-inflammatoires, en provenance de la 
périphérie ou produites localement par la microglie activée et les astrocytes réactifs, 
peuvent donc jouer un rôle conjoint dans les mécanismes de stress oxydatif/nitrosatif et 
entraîner in fine la perturbation des fonctions astrocytaires et microgliales qui contribuent 
au développement des complications neurologiques lors d’IHA. Il pourrait être intéressant 
d’étudier par la suite plus en détail le rôle du stress oxydatif/nitrosatif et des effets 
vasodilatateurs des cytokines pro-inflammatoires au niveau de l’endothélium de la BHE, 
puisque certaines études démontrent un changement de perméabilité lors d’IHA. En effet, 
les expressions cérébrales et plasmatiques de NOSe et de NOSi sont augmentées chez le rat 
avec une dévascularisation hépatique (Jiang et al., 2009b) et des études démontrent un rôle 
important de ces différents isoformes dans les mécanismes de rupture de la BHE 
notamment lors d’ischémie cérébrale (Mohammadi et al., 2011), d’encéphalopathie auto-
immune (Wu and Tsirka 2009) et d’encéphalopathie septique (Handa et al., 2008). De plus, 
il a été démontré que l’activation de NOSe et de NOSi est associée à une augmentation du 
transport du LPS au niveau cérébral (Banks et al., 2008) ce qui pourrait contribuer à 
l’augmentation de la neuroinflammation. L’ensemble de ces mécanismes pourrait être 
impliqué dans la physiopathologie des complications neurologiques et de l’EH lors d’IHA, 




3.4 Le gonflement astrocytaire dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA 
 L’accumulation de glutamine au niveau de l’astrocyte, résultant de la détoxification 
de l’ammoniaque en glutamine via la GS, exerce un effet osmotique et entraîne un 
mouvement d’eau du parenchyme cérébral vers l’intérieur de la cellule (Albrecht and 
Dolinska 2001). Ce mécanisme est supporté par le fait que la méthionine sulfoximine, un 
inhibiteur irréversible de la GS, prévient l’œdème cérébral chez le rat avec une infusion 
d’ammoniaque (Takahashi et al., 1990) et inhibe le gonflement des astrocytes exposés à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque (Norenberg and Bender 1994). 
Cependant, des résultats plus contrastés ont été mis en évidence. En effet, la méthionine 
sulfoximine ne prévient pas complètement l’œdème cérébral chez le rat avec une 
anastomose porto-cave et une infusion d’ammoniaque, et les taux cérébraux de glutamine 
ne sont pas corrélés avec la survenue de l’œdème cérébral (Blei et al., 1994). L’ensemble 
de ces résultats suggère donc que la glutamine joue un rôle important dans les mécanismes 
physiopathologiques de l’œdème cérébral lors d’IHA mais n’est pas le seul facteur 
impliqué. En particulier, l’accumulation de glutamine au niveau de l’astrocyte induit un 
stress oxydatif/nitrosatif et des dysfonctions mitochondriales (Albrecht and Norenberg 
2006; Skowronska and Albrecht 2012). De plus, l’inhibition de la voie NF-κB est associée 
à une diminution du gonflement cellulaire dans des cultures d’astrocytes exposés à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque et chez le rat traité au thioacétamide 
(Jayakumar et al., 2011; Sinke et al., 2008), et le gonflement cellulaire est augmenté par un 
traitement avec des cytokines pro-inflammatoires dans des astrocytes en culture pré-traités 
à l’ammoniaque (Rama Rao et al., 2010). Ces résultats suggèrent donc que l’inflammation 




 Par ailleurs l’AQP-4, dont l’expression est principalement retrouvée au niveau des 
astrocytes périvasculaires, est impliquée dans la physiopathologie de l’œdème cérébral de 
diverses étiologies et son rôle a été suggéré lors d’IHA. En effet, son expression est 
augmentée et corrélée à la survenue de l’œdème cérébral chez le rat avec une 
dévascularisation hépatique (Margulies et al., 1999) et son expression est augmentée et 
associée au gonflement cellulaire dans des astrocytes en culture exposés à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque (Rama Rao et al., 2003). D’autre part, 
il est intéressant de constater que le stress oxydatif/nitrosatif augmente l’expression de 
l’AQP-4, à la fois au niveau de l’ARNm et de la protéine (Rama Rao et al., 2003). Dans ce 
contexte, nous nous sommes intéressés au rôle au rôle de l’IL-1β et de l’ammoniaque dans 
la régulation de l’expression de l’AQP-4 dans des astrocytes en culture. Nous démontrons 
que l’expression de l’ARNm codant pour l’AQP-4 est augmentée par traitement à l’IL-1β 
mais que l’ammoniaque, seul ou combiné à l’IL-1β, est sans effet (Article 4, Figure 1). Ces 
résultats sont concordants avec une étude précédente qui démontre que l’IL-1β régule 
positivement l’expression de l’AQP-4, via la voie NF-κB (Ito et al., 2006). D’autre part, 
nous démontrons que l’exposition à l’IL-1β ou à l’ammoniaque diminue significativement 
l’expression de l’ARNm codant pour la GFAP (Article 4, Figure 2), un filament 
intermédiaire impliqué dans les propriétés viscoélastiques des astrocytes. Ce résultat est 
conforme à ce qui est observé chez le rat avec une dévascularisation hépatique (Belanger et 
al., 2002) où l’expression de l’ARNm et de la protéine GFAP sont diminués et corrélés à la 
progression de l’EH. L’ensemble de ces résultats démontre que l’inflammation et 
l’ammoniaque jouent un rôle conjoint, via des mécanismes de stress oxydatif/nitrosatif 
notamment, dans la survenue de l’œdème cérébral et dans la physiopathologie de l’EH lors 
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d’IHA. Comme énoncé dans la section précédente, la poursuite de l’étude des effets du 
stress oxydatif/nitrosatif lors d’IHA apparaît comme une voie prometteuse dans la mise en 
évidence des mécanismes physiopathologiques sous-jacents de l’inflammation, 
















Les résultats de cette thèse démontrent que : 
 
1. L’IHA s’accompagne d’une augmentation rapide des taux circulants de 
cytokines pro-inflammatoires qui précède la nécrose massive des hépatocytes observée 
au stade de coma hépatique chez la souris traitée à l’AOM, ce qui suggère que les 
cytokines pro-inflammatoires jouent un rôle important dans la pathogenèse de l’EH. 
 
2. L’etanercept injecté en périphérie retarde la progression des complications 
neurologiques et de la pathologie hépatique lors d’IHA chez la souris traitée à l’AOM. 
S’agissant des mécanismes impliqués, l’etanercept diminue le dommage 
hépatocellulaire, réduit l’inflammation périphérique et centrale ainsi que le stress 
oxydatif/nitrosatif hépatique et cérébral associé. Ces résultats démontrent un rôle 
important du TNF-α dans la physiopathologie de l’EH lors d’IHA d’origine toxique et 
suggèrent que l’etanercept pourrait constituer une approche thérapeutique dans la prise 
en charge des patients en attente de transplantation hépatique. 
 
3. L’endotoxémie induite par le LPS à une dose non létale précipite la survenue 
du coma hépatique lors d’IHA en accélérant et en aggravant la pathologie hépatique. Les 
réponses pro-inflammatoires systémiques et cérébrales sont augmentées de façon 
synergique par le LPS lors d’IHA et résultent en une activation accrue de MMP-9 
cérébrale qui s’accompagne d’une extravasation d’IgG dans le parenchyme cérébral. Ces 
résultats démontrent pour la première fois une augmentation majeure de la perméabilité 




4. L’intégrité de la BHE est maintenue lors d’IHA induite par l’AOM chez la 
souris. L’expression des jonctions serrées n’est pas modifiée dans ce modèle, et aucune 
extravasation d’IgG ou d’etanercept n’est observée au stade de coma hépatique. 
 
5. L’exposition d’astrocytes en culture à des concentrations 
physiopathologiques d’ammoniaque ou d’IL-1β résulte en une augmentation de 
l’expression des ARNm codant pour NOSi et HO-1, et en une augmentation accrue de 
leur expression lors d’un traitement combiné. Ce résultat est concordant avec des études 
précédentes et démontre d’une part que l’inflammation induit un stress 
oxydatif/nitrosatif au niveau des astrocytes, et suggère d’autre part que l’ammoniaque et 
les cytokines pro-inflammatoires jouent un rôle de concert dans les mécanismes 
impliquant le stress oxydatif/nitrosatif lors d’IHA. 
 
6. L’exposition d’astrocytes en culture à des concentrations 
physiopathologiques d’IL-β résulte en une augmentation de 1’expression de l’ARNm 
codant pour l’AQP-4 tandis que celle de l’ARNm codant pour la GFAP est diminuée par 
un traitement à l’ammoniaque ou à l’IL-1β. Aucun effet additif n’est observé lors d’un 
traitement combiné. Ces résultats démontrent que l’ammoniaque et l’IL-1β exercent 
également des effets spécifiques qui résultent en la perturbation de l’expression de gènes 














 L’IHA entraîne de nombreuses complications périphériques et centrales. Au niveau 
systémique, l’IHA s’accompagne d’une réaction inflammatoire qui joue un rôle important à 
la fois dans la progression et dans l’issue de la pathologie hépatique. En particulier, de 
nombreuses études démontrent que les taux circulants de cytokines pro-inflammatoires sont 
plus élevés chez les patients décédés d’IHA que chez ceux qui ont survécu. Les résultats de 
cette thèse démontrent que les cytokines pro-inflammatoires circulantes sont augmentées 
rapidement après l’induction de l’IHA chez la souris traitée à l’AOM et leur apparition 
précède la nécrose hépatique ce qui suggère que les cytokines pro-inflammatoires sont 
impliquées dans la pathogenèse de l’EH.  
 D’autre part, l’inhibition du TNF-α périphérique retarde la progression de l’EH et la 
survenue du coma hépatique en diminuant le dommage hépatique, l’inflammation 
périphérique et cérébrale ainsi que le stress oxydatif/nitrosatif associé, ce qui conforte le 
rôle important des cytokines pro-inflammatoires périphériques dans la physiopathologie des 
complications neurologiques lors d’IHA. Enfin, l’endotoxémie résultant d’une injection 
non létale de LPS précipite la progression de l’EH et la survenue du coma hépatique lors 
d’IHA induite chez la souris traitée à l’AOM en augmentant le dommage hépatique. Cette 
étude révèle une augmentation accrue la réponse pro-inflammatoire systémique et cérébrale 
par rapport à l’IHA non compliquée par l’endotoxémie, avec une augmentation plus 
importante de l’activité cérébrale de MMP-9 qui s’accompagne d’une extravasation d’IgG 
au niveau cérébral, caractéristique d’une augmentation majeure de la perméabilité de la 
BHE. Ces résultats suggèrent des mécanismes inflammatoires synergiques entre le LPS et 
l’IHA tant au niveau périphérique que cérébral qui pourraient expliquer l’aggravation de 
l’EH observée chez les patients infectés lors d’IHA. Des études complémentaires sont 
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cependant nécessaires pour confirmer ces informations et mettre en évidence les 
mécanismes physiopathologiques impliqués lors d’infection. 
  
 D’un point de vue neuropathologique, l’IHA est associée à un œdème cérébral 
d’origine cytotoxique affectant les astrocytes qui peut entraîner une augmentation de la PIC  
et conduire au décès par herniation du tronc cérébral. La BHE reste globalement intacte lors 
d’IHA et cette thèse démontre que l’expression des JS n’est pas modifiée au stade coma 
lors d’un traitement par l’AOM, ce qui est conforme à ce qui est observé chez les patients 
atteints d’IHA. D’autre part, l’endotoxémie induit une augmentation majeure de la 
perméabilité de la BHE avec une extravasation des IgG ce qui suggère que des mécanismes 
vasogéniques sont également impliqués, en plus des mécanismes cytotoxiques, dans la 
progression de l’EH en condition infectieuse. 
 L’ammoniaque joue un rôle majeur dans la survenue de l’œdème cérébral lors 
d’IHA et de nombreuses études in vivo et in vitro démontrent que cette molécule induit des 
changements d’expression au niveau de l’astrocyte. D’autre part, des évidences suggèrent 
que les cytokines pro-inflammatoires sont également impliquées dans la physiopathologie 
de l’œdème cérébral. Cette thèse démontre que l’exposition d’astrocytes en culture à des 
concentrations physiopathologiques d’ammoniaque ou d’IL-1β résulte en une augmentation 
de l’expression des ARNm codant pour NOSi et HO-1, et en une augmentation accrue de 
leur expression lors d’un traitement combiné, ce qui suggère que l’ammoniaque et les 
cytokines pro-inflammatoires jouent un rôle de concert dans le stress oxydatif/nitrosatif lors 
d’IHA. D’autre part, l’IL-1β seule induit une augmentation de 1’expression astrocytaire de 
l’ARNm codant pour l’AQP-4, et l’ammoniaque et l’IL-1β induisent une diminution de 
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l’expression de l’ARNm codant pour la GFAP sans effet additif lors d’un traitement 
combiné. Ces résultats démontrent que l’ammoniaque et l’IL-1β exercent également des 
effets spécifiques qui résultent en la perturbation de l’expression de gènes astrocytaires 
impliqués dans la régulation du volume cellulaire. L’ensemble de ces résultats suggère 
d’une part que l’ammoniaque et les cytokines pro-inflammatoires sont impliqués dans la 
physiopathologie de l’œdème cérébral et d’autre part qu’ils exercent des effets spécifiques 
ou conjoints dans la perturbation des fonctions astrocytaires lors d’IHA. 
 
 En conclusion, cette thèse a démontré que l’inflammation périphérique et cérébrale 
joue un rôle de concert avec l’ammoniaque dans la survenue des complications 
neurologiques lors d’IHA (Figure 5.1). Les cytokines pro-inflammatoires contribuent à la 
fois à l’augmentation de la perméabilité de la BHE, au stress oxydatif/nitrosatif 
périphérique et cérébral et à la perturbation des fonctions astrocytaires qui sont des 
mécanismes impliqués dans la physiopathologie de l’EH et de l’œdème cérébral lors 
d’IHA. Une meilleure compréhension de l’interrelation entre l’ammoniaque et les cytokines 
pro-inflammatoires, tant du point de vue des mécanismes que de leur succession au cours 
du temps, pourrait permettre le développement de stratégies thérapeutiques pour les patients 
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